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Resumen y Abstract VII 
 
Resumen 
El presente trabajo tuvo por objetivo realizar la clonación y secuenciación de los genes 
dihidrofolatoreductasa (dhfr) y dihidropteroatosintetasa (dhps) de la cepa de referencia 
RH y de dos aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de líquido céfalo-
raquídeo (LCR) de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral. Se realizó la 
optimización de las técnicas de  extracción del DNA parasitario y de la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR), la secuenciación de los productos purificados obtenidos 
y la clonación y la secuenciación de los clonos recombinantes obteniéndose 
polimorfismos en los exones 2 y 4 del gen dhps. Estos hallazgos pueden emplearse 
como herramienta para hacer búsqueda de polimorfismos en muestras de pacientes con 
diferentes manifestaciones clínicas de toxoplasmosis y establecer su posible relación con 
cambios en la susceptibilidad a los antifolatos. 
 
Palabras clave: Toxoplasmosis, Reacción en cadena de la Polimerasa, diagnóstico, 
secuenciación de DNA, polimorfismos, dhfr, dhps. 
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Sequencing and cloning dihydrofolate 
reductase (dhfr) and dihydropteroate 
synthetase (dhps) genes of the RH reference 
strain and two isolates of Toxoplasma gondii 
 
Abstract 
This research aims to perform the cloning and sequencing of dihydrofolate reductase 
(dhfr) and dihydropteroate synthetase (dhps) genes of the RH reference strain and two 
isolates of Toxoplasma gondii obtained from cerebrospinal fluid (CSF) of HIV positive 
patients with cerebral toxoplasmosis. The aim of this  work was  to optimize the ADN 
extraction technique,  the conditions for the reaction of polymerase chain (PCR), 
sequencing of the purified products obtained and the same cloning and sequencing of the 
clones obtaining recombinant polymorphisms in exons 2 and 4 dhps gene. These findings 
can be used as a tool to search for polymorphisms in samples from patients with different 
clinical manifestations of toxoplasmosis and establish their possible relationship with 
changes in susceptibility to antifolates. 
 
Keywords: Toxoplasmosis, Polymerase Chain Reactions, Diagnosis, ADN Sequencing.  
polymorphism,dhhfr, dhps. 
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 Justificación 
Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligado, responsable de diferentes 
porcentajes de morbilidad con diferentes sintomatologías, es así como: entre el 10-50% 
de los pacientes infectados con el VIH y con serología positiva para Toxoplasma gondii 
desarrollan encefalitis toxoplásmica (ET), con casi un 50% de secuelas neurológicas y 
cuya mortalidad se acerca al 20% (1), por otra parte, en Suramérica el riesgo de lesiones 
oculares en toxoplasmosis congénita es un 47% mayor que en Europa y se han 
encontrado estudios que revelan una mortalidad del 11% a causa de dicha presentación 
clínica (2). Estos porcentajes la convierten en la segunda infección oportunista más 
común que afecta el sistema nervioso central (SNC) en pacientes VIH positivos, después 
de la criptococosis (1). Es también una causa importante de carga de enfermedad para 
los individuos infectados congénitamente y en individuos inmunosuprimidos como 
aquellos que reciben una terapia inmunosupresora por un  transplante a quienes puede 
llevar a la muerte por reactivación de la infección. El esquema de tratamiento más 
empleado es la combinación pirimetamina-sulfadiazina o pirimetamina-sulfadoxina. La 
pirimetamina inhibe la dihidrofolatoreductasa (DHFR) mientras la sulfadiazina o la 
sulfadoxina inhiben la dihidropteroatosintetasa (DHPS), enzimas parasitarias específicas 
involucradas en la producción de tetrahidrofolato, cofactor fundamental para la síntesis 
de pirimidinas y de algunos aminoácidos esenciales para el parásito (3). En Colombia, se 
conocen reactivaciones de la infección en pacientes que han recibido  tratamiento 
completo (6), sin que se conozcan las causas de esta reactivación, por lo tanto se hace 
relevante estudiar el polimorfismo genético de los aislamientos parasitarios ya que el 
hallazgo de mutaciones en los codones 407, 474, 560 y 597 del gen dhps o en el codón 
156 del gen dhfr de aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de pacientes 
con toxoplasmosis puede estar relacionado con cambios en la susceptibilidad o 
resistencia del parásito a la pirimetamina y sulfadoxina, medicamentos empleados en el 
tratamiento de esta parasitosis. El objetivo de este estudio fue realizar la clonación y 
secuenciación de genes dihidrofolatoreductasa (dhfr) y dihidropteroatosintetasa (dhps) de 
la cepa de referencia RH y de dos aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir 
de líquido céfalo-raquídeo (LCR) de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral. 
Es de mencionar que este estudio es uno de los pocos realizados en Colombia (73,74) y 
el hallazgo de estas mutaciones en cepas colombianas aportaría conocimiento base para 
la generación de nuevas líneas de investigación encaminadas a determinar la relación de 
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la presencia de mutaciones en aislamientos parasitarios a partir de diferentes muestras 
biológicas, de cambios “in vitro” en la susceptibilidad del parásito a los medicamentos  y 
de dichas mutaciones en aislamientos de pacientes con una respuesta inadecuada al 
tratamiento que a su vez puede estar relacionada con la presencia de recaídas 
especialmente en pacientes con toxoplasmosis ocular y congénita. 
 
Objetivo general 
Realizar la clonación y secuenciación de los genes dihidrofolatoreductasa (dhfr) y 
dihidropteroatosintetasa (dhps) de la cepa de referencia RH y de dos aislamientos de 
Toxoplasma gondii obtenidos a partir de líquido céfalo-raquídeo (LCR) de pacientes HIV 
positivos con toxoplasmosis cerebral. 
 
Objetivos específicos 
 Optimizar la técnica de extracción de ADN parasitario a partir de la cepa de referencia 
RH y de dos aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de líquido 
cefalorraquídeo (LCR) de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral. 
 
 Optimizar la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la 
amplificación de los genes dhfr y dhps a partir de la cepa de referencia RH y de 2 
aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de Líquido cefalorraquídeo (LCR) 
de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral. 
 
 Secuenciar los productos de ADN obtenidos a partir de PCR y realizar la clonación en el 
vector de clonación pGEM-T. 
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Introducción 
La toxoplasmosis es una zoonosis que frecuentemente cursa como una infección 
asintomática en los humanos, sin embargo se pueden presentar diferentes 
manifestaciones clínicas de la enfermedad en recién nacidos, en niños en sus primeros 
años de edad y en pacientes inmunosuprimidos (4). La combinación sinérgica de 
Pirimetamina (PYR) y Sulfadoxina (SDX), que inhibe pasos secuenciales en la síntesis de 
ácido fólico, es el tratamiento más empleado para la toxoplasmosis. Han sido 
documentados fracasos terapéuticos, relacionados con factores del huésped como 
intolerancia al medicamento o mala absorción o del parásito como el desarrollo de 
resistencia a los medicamentos o una baja susceptibilidad de algunas cepas de 
Toxoplasma al tratamiento (5). En pacientes con coriorretinitis y en niños con 
toxoplasmosis congénita se han encontrado lesiones oculares hasta en el 21 % de ellos, 
a pesar de haber recibido tratamiento adecuado durante un año (6,7). 
 
En Colombia existen reportes sobre la experiencia clínica y terapéutica en toxoplasmosis: 
un estudio realizado en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y 
con toxoplasmosis cerebral, reveló una eficacia al tratamiento (sulfadoxina-pirimetamina 
más clindamicina) del 83%, sin haber definido las causas de fracaso terapéutico del 17% 
restante (1). Aunque no existen publicaciones científicas que describan la resistencia 
naturalmente adquirida de Toxoplasma gondii a los antifolatos, estudios realizados en 
Korea (8), Francia (5), Reino Unido (9) y Estados Unidos (10) han revelado la existencia 
de cepas con algún tipo de resistencia a pirimetamina y sulfadoxina (“in vivo” e “in vitro”). 
Una concentración de antifolatos inferior a la dosis letal (SDX 500 mg y PYR 25 mg) (11) 
o tratamientos prolongados (más de tres meses) (3) pueden contribuir al fracaso clínico 
por la aparición de variantes del parásito resistentes, las cuales pueden cambiar sus 
estrategias de supervivencia, inhibiendo la respuesta a los medicamentos, expulsando 
rápidamente el medicamento de sus células o induciendo cambios en la estructura de las 
enzimas DHFR o DHPS para inhibir la acción de los antifolatos (9).  
 
La mutación más frecuente en los genes que codifican para la enzima 
dihidrofolatoreductasa (DHFR) se presenta en el codón 156; la mutación en el gen dhfr 
cambia CTG por TTG (ambos codifican para leucina), es una mutación silenciosa, que 
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hasta ahora no ha sido relacionada con algún efecto biológico y sólo se ha encontrado en 
algunos aislamientos del genotipo C dhps (9). Las mutaciones más frecuentes en los 
genes que codifican para la enzima dihidropteroatosintetasa (DHPS) se presentan en los 
codones 407, 474, 560 y 597.  
En Colombia, se conocen reactivaciones de la infección en pacientes que han recibido  
tratamiento completo, sin que se conozcan las causas de esta reactivación, por lo tanto 
se hace relevante estudiar el polimorfismo genético de los aislamientos parasitarios ya 
que el hallazgo de mutaciones en los codones 407, 474, 560 y 597 del gen dhps o en el 
codón 156 del gen dhfr de aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de 
pacientes con toxoplasmosis podría estar relacionado con cambios en la susceptibilidad 
o resistencia del parásito a la pirimetamina y sulfadoxina, medicamentos empleados en el 
tratamiento de esta parasitosis. 
 
Este estudio cuyo objetivo fue realizar la clonación y secuenciación de genes 
dihidrofolatoreductasa (dhfr) y dihidropteroatosintetasa (dhps) de la cepa de referencia 
RH y de dos aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de líquido céfalo-
raquídeo (LCR) de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral, es uno de los 
pocos realizados en Colombia (72, 73, 74) y el hallazgo de estos polimorfismos en cepas 
colombianas aporta conocimiento base para la generación de nuevas líneas de 
investigación encaminadas a determinar la relación de estas mutaciones con una 
respuesta inadecuada al tratamiento que a su vez puede estar relacionada con la 
presencia de recaídas especialmente en pacientes con toxoplasmosis ocular y congénita. 
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1. Toxoplasmosis 
1.1 Generalidades 
La toxoplasmosis es una zoonosis de amplia distribución mundial, producida por 
Toxoplasma gondii, básicamente, se conocen cuatro tipos de transmisión que 
conllevan a la mayoría de las infecciones humanas: 1. Directamente por la 
ingestión de ooquistes, excretados en heces de felinos, presentes en los 
alimentos y aguas (12); 2. Por la ingestión de carne cruda o poco cocida 
proveniente de animales infectados;    3. Por transmisión transplacentaria al feto a 
partir de la madre infectada durante el embarazo (13)  y 4. A partir de 
transfusiones de derivados hematológicos provenientes de pacientes en fase de 
diseminación hematógena o de órganos transplantados infectados con el parásito 
(14) Aunque la infección con este parásito es generalmente asintomática en 
adultos sanos, es causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes 
inmunocomprometidos y en niños infectados congénitamente  (15, 16) Existen 
cuatro grandes manifestaciones clínicas en la toxoplasmosis: la toxoplasmosis 
aguda usualmente sin compromiso sistémico y con un curso benigno y 
autolimitado principalmente en pacientes inmunocompetentes (17); la 
toxoplasmosis aguda adquirida o reactivada en el paciente inmunodeficiente con 
manifestaciones clínicas más severas, incluyendo toxoplasmosis cerebral, 
leucemia, enfermedades del tejido conectivo, que  pueden manifestarse en un 
40% de pacientes con SIDA (18). La toxoplasmosis ganglionar o linfática: es la 
forma clínica más común de la toxoplasmosis adquirida y se presenta en niños y 
adultos jóvenes (19). La toxoplasmosis ocular, se presenta como resultado de 
una infección congénita o de formas adquiridas mediante el contagio por 
alimentos ó agua y los signos pueden aparecer al cabo de varios años, con 
retinitis necrotizante, uveítis y ocasionalmente retinocoroiditis (20). La 
toxoplasmosis congénita se presenta cuando la madre se infecta por primera vez 
durante el embarazo. De los recién nacidos, el 70% son asintomáticos, 20% 
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tienen una forma aguda generalizada con secuelas neurológicas y 10% presentan 
sólo compromiso ocular (21). 
 
1.2 Agente etiológico 
Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligado cuyo nombre se deriva de 
la palabra griega “toxón” que significa arco y “plasma” que significa forma, debido 
a la morfología curva o de media luna que presenta. Su ciclo consta de una 
reproducción sexuada que se realiza en el epitelio intestinal de los huéspedes 
definitivos, el gato y otros felinos; y otra reproducción asexuada que se lleva a 
cabo en el humano como huésped intermediario y otros animales de sangre 
caliente(22). Pertenece al segundo rango Apicomplexa caracterizado por la presencia 
de un complejo apical compuesto por conoide, anillo polar, roptrias, micronemas y 
microporos, que se ilustran en la figura 1-1 y cuya función es secretar moléculas 
indispensables para el reconocimiento, adherencia e invasión de los esporozoitos y 
merozoitos a la célula huésped.  
Figura 1-1: Morfología de Toxoplasma gondii (22) 
 
Tomada de: Ortega Reyes D, Prevalencia de la toxoplasmosis en rumiantes de abasto de 
la provincia de Sevilla. (Tesis doctoral). Sevilla, España: Universidad de Córdoba; 2001. 
 7 
 
 
Toxoplasma gondii posee un genoma de ~65 Mb y 592 cM, constituido en unidades 
genéticas de 104 kb/cM y 14 cromosomas (23), consta de tres fragmentos de ADN, 
localizados en el núcleo, apicoplasto y mitocondria. El genoma es haploide para la 
mayoría de los estadios, excepto por una breve fase diploide en el intestino del gato 
antes de la meiosis, aunque Toxoplasma gondii tiene un ciclo sexuado en las células 
intestinales del gato, que le permite procesos de recombinación genética.(23) dando 
lugar, teóricamente a una gran diversidad, sin embargo, la vasta mayoría de cepas 
pueden ser clasificadas dentro de uno de tres linajes clonales (24) 
Respecto a estos linajes, sólo existen dos alelos en cada locus y la distribución de  éstos 
entre los tres linajes indica que la mayoría de los  cepas existentes se originó a partir de 
un evento de recombinación simple  y que desde este, que han sido sometidos a un 
número limitado de eventos de recombinación genética en el medio ambiente (79).   
El mantenimiento de los tres linajes clonales puede resultar de dos características 
inusuales del ciclo de vida de Toxoplasma gondii. La primera, es que un solo organismo 
es capaz de experimentar un desarrollo sexual completo y la auto-fecundación en los 
felinos para producir ooquistes infecciosos (75,76). Esta característica no es exclusiva de 
Toxoplasma gondii sino que es probablemente expresada en la mayoría de los 
apicomplexa. (23) Sin embargo, la baja frecuencia de la infección simultánea con más de 
una cepa en los felinos, puede limitar las posibilidades de recombinación genética.  
En segundo lugar, la infectividad oral de los quistes tisulares de Toxoplasma gondii es 
altamente inusual para otros huéspedes intermediarios y permite la transmisión sin la 
necesidad del ciclo sexual. La evidencia sugiere que este es un fenómeno reciente que 
surgió simultáneamente con los eventos recombinantes que dieron origen a los tres 
linajes clonales predominantes (77). Estudios de acoplamiento genético señalan que la 
tasa de recombinación genética de Toxoplasma gondii (104Kb/cM) es 6 veces más baja 
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que la de Plasmodium falciparum (17Kb/cM), lo que se refiere a la distancia física por 
unidad de recombinación, además Toxoplasma gondii presenta una distribución 
asimétrica de polimorfimos de un solo nucléotido (SNPs) entre regiones homogéneas y 
regiones con patrones mixtos, lo que sugiere que las regiones del genoma han 
experimentado poca recombinación respecto al patrón bi-alélico ancestral de      
Toxoplasma gondii.(78) 
Por otra parte existen cepas recombinantes con genotipos relacionados a los 3 tipos 
anteriores, que se derivarían de una infección simultánea por más de un  tipo de cepa en 
felinos. A pesar de que las diferencias genotípicas entre los 3 tipos principales son 
menores al 1-2% (79), presentan diferentes fenotipos de virulencia para el ratón. Mientras 
que las cepas tipo I producen infecciones letales en ratones, las cepas de tipo II y III son 
significativamente menos virulentas; sin embargo, se desconoce si las diferencias en 
patogenicidad observadas en una especie animal se manifiestan en otras, por lo que es 
importante realizar estudios al respecto (80). 
Existen tres estadios parasitarios: taquizoito, bradizoíto y ooquistes. Los taquizoitos o 
formas proliferativas, se producen en la infección aguda y son responsables de las altas 
parasitemias asociadas al paso del parásito a través de la placenta; los bradizoítos se 
denominan de esta manera debido a su  condición de multiplicación lenta y su capacidad 
de permanecer inactivos por largos períodos de tiempo. Miden aproximadamente 7 µm 
de largo por 2 a 3 µm de ancho, se encuentran enquistados en los tejidos formando 
quistes tisulares que tienen un diámetro entre 50 a 200 μm  y causan la infección latente 
y crónica,  la cual no genera inflamación tisular,  se reactivan cuando se deteriora la 
inmunidad celular del huésped. Los ooquistes son las formas parasitarias que eliminan 
los felinos en materia fecal, son altamente resistentes a las condiciones del medio 
ambiente, son esféricos, miden entre 10 a 12 µm. de diámetro, cada ooquiste esporulado 
contiene dos esporoquistes y cada uno contiene cuatro  esporozoitos.   
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1.3 Ciclo de vida 
Su ciclo de vida de Toxoplasma abarca dos fases:  
 
Ciclo sexual 
El gato se infecta al ingerir animales (roedores, pájaros) portadores de quistes o bien 
vegetales contaminados de ooquistes. En los enteroquistes, los parásitos se diferencian 
en microgamentos y macrogametos y su fecundación da origen a la formación de un 
ooquiste diploide y no esporulado que se elimina en las heces. Millones de ooquistes se 
excretan así en las 3 semanas siguientes a la primo-infección del gato. En el medio 
ambiente esporulan cuando las condiciones son favorables convirtiéndose en fuente de 
contaminación para el hombre y los animales (25) Figura 1-2. 
 
Ciclo asexual 
Las infecciones humana y animal resultan de la ingestión de quistes o de ooquistes 
maduros, los bradizoítos o esporozoítos liberados en el tubo digestivo se transforman 
rápidamente en taquizoitos que se caracterizan por un fuerte potencial de replicación 
intracelular que produce la lisis rápida de las células parasitadas. Los taquizoitos 
penetran en el epitelio intestinal y se diseminan por vía sanguínea y linfática por el 
conjunto de tejidos del organismo donde se produce progresivamente la infestación de 
nuevas células. La respuesta inmune controla la multiplicación del parásito y favorece la 
transformación de taquizoitos en bradizoitos con la aparición de quistes que pueden 
encontrarse en cualquier órgano, predominando en tejido nervioso y muscular donde 
persisten toda la vida del huésped (26) Figura 1-2. 
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Figura 1-2: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (26) 
 
 
 
 
Tomada de: Acha P, Syfres B. Zoonosis y Enfermedades Transmisibles comunes al 
hombre y a los animales. OPS.1992; Segunda Edición: 646-57. 
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1.4 Diagnóstico 
Los métodos de laboratorio empleados para el diagnóstico de la toxoplasmosis pueden 
ser directos para la identificación del parásito e indirectos que determinan la respuesta 
inmunológica frente al parásito (27). Los  métodos indirectos son los más empleados ya 
que las técnicas directas pueden ser más dispendiosas. No obstante las pruebas 
serológicas presentan algunos inconvenientes tales como insuficiente estandarización, 
especialmente relacionada con la técnica como tal y el control de calidad interno y 
externo de los montajes,    dificultades de interpretación y la poca utilidad en infecciones 
latentes. Para el diagnóstico de un caso de toxoplasmosis, lo ideal es emplear varias 
pruebas diagnósticas sin desconocer la clínica del paciente y otras pruebas 
complementarias, además, puede ser útil realizar por lo menos dos determinaciones 
serológicas, en distintos tiempos de la evolución clínica para determinar la cinética de los 
anticuerpos (28). 
Dentro de los métodos directos se encuentra la visualización directa que se emplea para 
estudios en Líquido cefalorraquídeo (LCR) o Líquido amniótico en la que la observación 
de los taquizoitos confirma el diagnóstico; la inoculación intraperitoneal en ratón; el 
cultivo “in vitro” en líneas celulares como Vero, Hep-2, HeLa, tinciones  
inmunohistoquímicas para quistes tisulares; la detección de antígenos circulantes cuya 
positividad suele coincidir con el incremento de IgG específica y su desaparición suele 
preceder al aclaramiento de la IgM (29); la técnica de reacción en cadena de la 
Polimerasa (PCR) es uno de los métodos más utilizados para la detección directa del 
parásito que con una sensibilidad del 97% permite un diagnóstico muy seguro de la 
toxoplasmosis aguda de gran utilidad en el diagnóstico de los pacientes con SIDA, 
inmunosuprimidos, gestantes y neonatos (30), teniendo como principales blancos los 
genes B1, ROP 18, SAG 2, dhfr y dhps, citocromo B (8, 9, 10, 25, 81, 82) 
Los métodos indirectos involucran la demostración de diferentes clases de anticuerpos 
específicos para los diversos antígenos de Toxoplasma gondii y en diferentes estadios de 
la infección. Durante la fase inicial de la infección los anticuerpos IgG, IgM, IgA están 
dirigidos contra los antígenos mayores de la membrana ya que la liberación de antígenos 
citoplásmicos solo produce estímulo de las IgG (31). Dentro de estos métodos se 
encuentran: la prueba de Sabin y Feldman; Inmunofluorescencia Indirecta (IFI);   
aglutinación directa; hemaglutinación indirecta, la prueba de avidez de los anticuerpos 
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IgG basada en la medida de la afinidad (avidez) de los anticuerpos por su antígeno. 
ELISA IgM es el método más frecuente para la detección de este tipo de anticuerpos, 
siendo  la más sensible la prueba de ISAGA-IgM que emplea como antígeno parásitos 
completos (32) sin embargo presenta la desventaja de la subjetividad de la lectura, sujeta 
al criterio del profesional que hace la interpretación de la prueba. 
1.4.1 Técnica de Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) para 
el diagnóstico de la toxoplasmosis 
1.4.1.1 Extracción de ADN parasitario.  
La extracción de ADN consta de una etapa de lisis, que consiste en romper las 
estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio su contenido y otra de 
purificación, que implica la retirada de la solución final de la mayoría de elementos que 
pueden interferir en la PCR. 
Específicamente las etapas en la extracción de ADN son: 
1. Lisis. Las sales caotrópicas ayudan a romper la estructura tridimensional de 
macromoléculas como las proteínas o los ácidos nucléicos consiguiendo su 
desnaturalización. La adición de un detergente como el SDS es necesaria a menudo para 
eliminar las membranas. 
2. Degradación de la fracción proteica asociada al ADN. Se consigue mediante la adición 
de una proteasa. La fracción proteica puede precipitarse mejor con la ayuda de sales 
como el acetato de amonio o el acetato sódico. 
3. Purificación. Consta de 3 fases: 
• Precipitación del ADN. El ADN es insoluble en alcohol, por lo que se puede precipitar 
etanol frío o isopropanol y recuperar mediante una centrifugación. El alcohol del 
sobrenadante se llevará las sales añadidas previamente. 
Lavado del pellet. Se realiza con alcohol frío volviendo a centrifugarse 
Si se emplea un estuche comercial este paso puede realizarse con la ayuda de 
minicolumnas de sílica que retienen específicamente el DNA permitiendo el paso de las 
moléculas y sales que acompañan la reacción de lisis. Finalmente se lava con alcohol y 
se eluye el contenido (33). 
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• Recuperación. El sedimento se puede resuspender en agua o tampón Tris tras ser 
secado completamente. 
La confirmación de la presencia de ADN se lleva a cabo mediante electroforesis en un 
gel de agarosa y posterior tinción con bromuro de etidio y observación con luz UV o 
directamente al espectrofotómetro mediante espectro de absorción de 200 a 350 nm. El 
DNA purificado se puede cuantificar mediante espectrofotómetro a 260 nm y su pureza 
se puede verificar mediante la relación 260/280 nm. 
 
El paso 3 puede realizarse con la ayuda de minicolumnas equipadas con una membrana 
de sílica que retiene específicamente el ADN permitiendo el paso de las moléculas y 
sales que acompañan la reacción de lisis. Finalmente se lava con alcohol y se eluye el 
contenido (33). 
 
1.4.1.2 Técnica de PCR.  
La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés 
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biología molecular desarrollada en 1986 
por Kary Mullis (34, 35, 36, 37), cuyo objetivo es obtener un gran número de copias de un 
fragmento de ADN particular, partiendo de un mínimo; en teoría basta partir de una única 
copia de ese fragmento original, o molde.  
Esta prueba permite detectar la presencia de Toxoplasma gondii en diferentes muestras 
biológicas como sangre, LCR, humor vítreo, líquido amniótico y biopsias ayudando a una 
mejor interpretación del estado real de la interacción parásito-hombre en la 
Toxoplasmosis, además la utilización de la técnica de PCR en el diagnóstico de la 
toxoplasmosis aporta un progreso indiscutible como herramienta complementaria a los 
exámenes clínicos y serológicos, así como una mayor rapidez para realizar el 
diagnóstico, dando resultados disponibles en 24 horas (81). 
 
La PCR ha sido una herramienta útil para el diagnóstico de toxoplasmosis cerebral, en la 
que la detección del parásito a partir  de LCR ha arrojado sensibilidades que oscilan 
entre el 40 y el 50%, sin embargo, existe menos experiencia con el empleo de otras 
muestras, como la biopsia cerebral, hepática, ganglionar, lavado broncoalveolar, humor 
acuoso y sangre.(82) 
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 Respecto a la toxoplasmosis congénita, en un estudio en París, en 2 632 mujeres con 
infección adquirida en el embarazo, se encontró una sensibilidad de 97,4 % para el 
diagnóstico de infección fetal con la realización del PCR en muestras de líquido amniótico 
lo cual la coloca en un rango muy superior frente a otros métodos convencionales 
(inoculación de líquido amniótico y sangre fetal en ratón, cultivo celular de líquido 
amniótico e identificación de IgM especifica en sangre fetal) cuya sensibilidad no llegó 
sino hasta un 89,5 %. En algunos estudios se tuvieron resultados limitados con la 
detección de PCR positivo en muestras de placenta y sangre de cordón umbilical en 
niños no infectados debido a la contaminación de esos especímenes con sangre materna 
(27). 
Para la toxoplasmosis ocular, el diagnóstico se basa en el exámen oftalmológico y la 
adecuada respuesta al tratamiento, sin embargo, la realización de PCR en humor acuoso 
complementa el diagnóstico y permite un mejor manejo de los pacientes, sobre todo en 
los casos en los que se dificulta el exámen oftalmológico (83). 
 
En la literatura científica se han descrito, para Toxoplasma gondii, mutaciones puntuales 
en los genes que codifican para las enzimas dihidrofolatoreductasa (DHFR) y 
dihidropteroatosintetasa (DHPS) asociadas a disminución en la susceptibilidad de 
Toxoplasma gondii a los antifolatos pirimetamina y sulfadoxina (5). La detección de 
dichas mutaciones, mediante técnicas moleculares (PCR), se ha realizado a partir de 
muestras biológicas de pacientes con diversas manifestaciones clínicas de toxoplasmosis 
como toxoplasmosis cerebral (tejido cerebral, fluido  cerebroespinal y sangre periférica), 
toxoplasmosis congénita (placenta, líquido amniótico y tejido neonatal), pacientes 
inmunosuprimidos (músculo cardiaco, fluido cerebroespinal y tejido de pulmón) y 
pacientes inmunocompetentes (nódulos linfáticos) (5,9). 
 
Aunque no existen publicaciones científicas que describan la resistencia naturalmente 
adquirida de Toxoplasma gondii a los antifolatos, estudios realizados en Corea (25), 
Francia (8), Reino Unido (9) y Estados Unidos (10) han revelado la existencia de cepas 
con algún tipo de resistencia a pirimetamina y sulfadoxina (“in vivo” e “in vitro”). Las 
mutaciones en los genes dhfr, hhps y citocromo B han sido determinadas por 
secuenciación, hallándose varias mutaciones puntuales tanto en el gen dhfr como en el 
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gen dhps que no pudieron relacionarse directamente con baja susceptibilidad a los 
medicamentos (8, 9, 10). 
 
Figura 1-3: Pasos de la PCR (35) 
 
  
Tomada de: Sambrook J, Russel D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3ª ed. New 
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001. 98-101. 
1.4.2 Secuenciación. 
En 1975, Friederick Sanger desarrolló un método enzimático para secuenciar ADN (38) 
cuyo principio clave es el uso de didesoxinucleótidos trifosfato (ddNTPs) como 
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terminadores de la cadena de ADN (39). Se necesita una hebra molde de ADN de 
cadena sencilla, un cebador de ADN, una ADN polimerasa con nucleótidos marcados 
radiactivamente o mediante fluorescencia y nucleótidos modificados que terminan la 
elongación de la cadena de ADN. La muestra de ADN se divide en cuatro reacciones de 
secuenciación separadas que contienen los cuatro desoxinucleótidos estándar            
(dATP, dGTP, dCTP and dTTP) y una ADN polimerasa. En cada reacción se añade solo 
uno de los cuatro didesoxinucleótidos (ddATP, ddGTP, ddCTP, o ddTTP). Estos 
didesoxinucleótidos terminan la elongación de la cadena al carecer un grupo 3'-OH que 
se necesita para la formación del enlace fosfodiéster entre dos nucleótidos durante la 
elongación de la cadena de ADN. La incorporación de un didesoxinucleótido en la 
cadena naciente de ADN termina su extensión, lo que produce varios fragmentos de ADN 
de longitud variable. Los didesoxinucleótidos se añaden a concentraciones lo 
suficientemente bajas como para que produzcan todas las posibilidades de fragmentos y 
al mismo tiempo sean suficientes para realizar la secuenciación (40). 
Los fragmentos de ADN sintetizados y marcados de nuevo son desnaturalizados por 
calor y separados por tamaño (con una resolución de un solo nucleótido) mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida - urea o mediante electroforesis capilar.  
 
Figura 1-4 Electroforesis capilar (41) 
 
Tomada de: Swerdlow H, Wu S, Harke H, Dovichi N. Capillary gel electrophoresis for 
ADN sequencing: laser-induced fluorescence detection with the sheath flow cuvette.                       
J Chromatogr. 1990; 516(1):61-7 
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1.4.3 Clonación 
El clonaje o clonación es el proceso mediante el cual se obtiene un clon, que se define 
como un grupo de células o macromoléculas todas idénticas a una célula o 
macromolécula original ancestral. La manipulación del ADN se basa en una serie de 
métodos rutinarios que permiten aislar e identificar el ADN que corresponde a un gen en 
particular, pero para su estudio y caracterización es necesario disponer de cantidades de 
este material; el clonado de fragmentos de ADN permite tener cantidades indefinidas de 
éste a partir de una sola molécula. La posibilidad de clonar se debe a la capacidad que 
poseen plásmidos y fagos de seguir su desarrollo normal después de que secuencias 
adicionales de ADN hayan sido incorporadas en su material genético. Tanto a los 
plásmidos como a los fagos que se utilizan para transportar ADN foráneo como parte de 
su genoma se les denomina vectores. Las copias del original y del fragmento foráneo 
pueden extraerse de la bacteria hospedera, obteniéndose un gran número de copias de 
material genético que contiene también replicado el fragmento foráneo. Los vectores de 
clonación poseen un lugar en el cual el ADN foráneo se puede insertar sin interrumpir 
ninguna función esencial del vector; es el denominado sitio de clonación múltiple. El 
genoma de un plásmido es circular; así pues, el corte con una enzima de restricción dará 
lugar a una molécula lineal. Los dos extremos se pueden unir con el ADN lineal foráneo, 
obteniéndose así un plásmido quimérico circular el cual puede perpetuarse 
indefinidamente en una bacteria (42).  
 
1.5 Epidemiología 
La infección con Toxoplasma gondii es una de las infecciones parasitarias más comunes 
del hombre y animales de sangre caliente. Ha sido encontrada en cerca de un tercio de la 
población mundial (43). Esta parasitosis presenta una distribución mundial con mayor 
prevalencia en Europa, América del Sur y África (44). La seroprevalencia en Europa es 
alta, en el sur oscila entre el 50% y el 90% disminuyendo con el aumento de la latitud 
entre 5% a 10% en el norte de Suiza y Noruega. La toxoplasmosis es una infección 
común en América del Sur, en un estudio en Brasil se encontró que la seroprevalencia 
fue alta en personas con condiciones socioeconómicas de pobreza probablemente 
debido a la transmisión por el consumo de agua no potable. La seroprevalencia es baja 
en la mayoría de los países de Asia, sin embargo, en un estudio reciente en India se 
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encontró una seroprevalencia de anticuerpos frente a Toxoplasma gondii de 45%, 
mientras que otro estudio en Malasia reportó una seroprevalencia de 55,7% (44). 
En Colombia, el Estudio Nacional de Salud realizado en 1983, reveló una tasa de 
positividad de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii del 47,1%, lo que evidencia contacto 
con el parásito en alguna etapa de la vida. La prevalencia más alta se encontró en la 
región de la costa Atlántica con un 63% mientras que en la región central esta fue del 
36% (45). Recientemente en un estudio nacional sobre toxoplasmosis congénita 
realizado entre el mes de marzo de 2009 y mayo de 2010, sobre 15.333 muestras de 
sangre de cordón umbilical, se encontraron 15 niños con la infección congénita, ocho de 
ellos eran asintomáticos y se les inició tratamiento (46). De los ocho niños sin síntomas, 
tres tuvieron tratamiento en el embarazo. En contraste, ocho niños tenían síntomas 
diversos, ninguno de ellos fue diagnosticado durante el embarazo y ninguno recibió 
tratamiento antes del nacimiento, y tres de ellos fallecieron como consecuencia de 
complicaciones de la infección (1). Este estudio permitió demostrar que existen ciudades 
en Colombia con mayor frecuencia de marcadores de riesgo para la infección congénita 
que otras. Por ejemplo Florencia (Caquetá) y Armenia (Quindío) tuvieron los porcentajes 
más altos (3 y 6 por cada 100 nacidos vivos, respectivamente). Bogotá, Barranquilla y 
Bucaramanga tuvieron porcentajes intermedios (1, 2 y 1 por 100 nacidos vivos 
respectivamente). Cúcuta y Riohacha tuvieron los porcentajes más bajos (5 y 7 por 1.000 
nacidos vivos respectivamente). Por primera vez en Colombia, en un estudio 
epidemiológico sobre toxoplasmosis congénita, se logró descubrir una relación entre alta 
o baja frecuencia de marcadores de riesgo para toxoplasmosis congénita y alta o baja 
precipitación de lluvias por ciudad, lo cual aporta un nuevo conocimiento sobre los 
factores que aumentan la frecuencia de esta infección (46).  
Este protozoario pertenece al género Toxoplasma única especie gondii y la gran mayoría 
de las cepas pueden ser clasificadas dentro de uno de tres linajes clonales por análisis 
de polimorfismos de los fragmentos de restricción (RFLP). El linaje I es virulento en ratón 
y predomina en América del Sur, mientras que el linaje II es avirulento en ratón y se 
encuentra prácticamente ausente en América del Sur, pero es el más frecuente en 
Europa. El linaje III es un recombinante entre el tipo I y II y predomina en varios sitios del 
mundo. En América del sur se ha reportado una clasificación de cepas en clones 
atípicos, que se caracterizan por estar asociados con casos graves de toxoplasmosis 
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congénita. Estos tres linajes fueron derivados de sólo unos pocos cruces meióticos entre 
cepas parentales muy similares (24).  
 
El amplio rango de hospederos de estos linajes clonales, y su capacidad de perpetuarse 
asexualmente entre hospederos intermediarios, puede explicar su extraordinario éxito. 
Todos los linajes comparten una versión monomórfica del cromosoma 1a,  el cual tiene 
poca variación entre los diferentes tipos de cepas de Toxoplasma gondii  en contraste 
con la variabilidad genética de todos los otros cromosomas. A pesar de que la clonalidad 
claramente tipifica los aislados de Norteamérica y de Europa, los aislados de Sur 
América muestran una mayor diversidad (24). Cuando se emplean  marcadores 
genéticos, las cepas suramericanas muestran patrones mezclados de los linajes I y III 
con una baja frecuencia de cepas del tipo II. Los análisis por microsatélites en un estudio 
global realizado en cuatro continentes, sugieren  no sólo la existencia de tres sino de 
cuatro linajes principales, dos endémicos para Suramérica (SA1 y SA2), uno endémico 
en Europa (RW) y otro ocupando una distribución global o cosmopolita, denominado WW 
(24).  
Tipo clonal I: Aislada en más del 80% de casos congénitos en Colombia. Es el 51% de 
las cepas SA1 que son el 40% de las cepas de Suramerica y el 33% de las cepas SA2 
que son el 26% de las cepas de Suramerica en el estudio global 
Tipo clonal II: aislada en más de 80% de casos congénitos en Francia. Es el 84% de las 
cepas RW que son el 76% de las cepas aisladas en Europa en el estudio global. 
Tipo clonal III: Es el 71% de las cepas del grupo WW, mayoritario en Oriente Medio 
(84%), Centroamérica (79%), Norte America (69%), Africa (65%) y Asia (59%)  
SA1: Suramerica 1, SA2: Suramerica 2, RW: Resto del mundo, WW: Cosmopolita-todo el 
mundo. 
Los estudios evolutivos aplicados sobre aislados obtenidos en cuatro continentes indican 
que  Toxoplasma gondii se originó en América del Sur (24). Esto probablemente ocurrió 
cuando un coccidio de aves se adaptó a felinos únicos de este continente; esto es 
entendible si se tiene en cuenta que América del Sur fue un continente aislado durante 
100 millones de años y sólo hasta hace tres millones de años se unió a América Central y 
del Norte. (24) Un ave migratoria llevó el parásito al viejo mundo donde se diseminó a 
través del gato doméstico, lo cual hizo que su transmisión fuera mucho mayor y rápida y 
que probablemente atenuó su virulencia, mientras que en América del Sur la especie se 
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propagó de manera mucho más lenta y mantuvo o ha mantenido  más de su virulencia. 
(15).  
 
Figura 1-5 Modelo del origen de los linajes de Toxoplasma gondii y la transmisión oral 
(77) 
 
 
Tomada de: Su C, Evans D, Cole R, Kissinger J, Ajioka J, Sibley L. Recent expansion of 
Toxoplasma through enhanced oral transmission. Science 2003; 299: 414–6. 
 
Los linajes clonales surgieron de un  cruce genético reciente, mientras que las cepas 
exóticas son anteriores a este origen (ancestro TMRCA), pero  posteriormente fueron 
sometidas a un proceso de introgresión, es decir, los recombinantes  formados por el 
cruce posterior con los miembros de los linajes clonales. Dichos linajes clonales 
predominantes comparten el rasgo de la infectividad directa por vía oral a través de la 
ingestión de quistes tisulares, pero esta característica está ausente o sólo  parcialmente 
expresada en algunas cepas exóticas, ya que esta infectividad oral directa estaba casi 
ausente en el ancestro TMRCA y se estima que el origen de esta transmisión coincide 
con el momento de la expansión humana agrícola y la adaptación del gato como animal 
de compañía (77). 
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1.6 Tratamiento 
En cuanto al tratamiento para la toxoplasmosis, no existe ningún medicamento 
totalmente satisfactorio para combatir esta parasitosis. Aunque se ha conseguido una 
mejoría clínica mediante el uso combinado de pirimetamina y sulfonamidas, que actúan 
sinérgicamente, existen evidencias que sugieren  que el parásito no se elimina 
totalmente, debido a la aparición de nuevos episodios de toxoplasmosis, aún después de 
la administración del esquema de tratamiento completo (47). Es probable que persistan 
formas quísticas resistentes que inicien luego una infección activa. La combinación 
sinérgica pirimetamina-sulfadoxina (SDX) es usada frecuentemente para el tratamiento 
de la infección por Toxoplasma gondii (47, 48). La pirimetamina tiene afinidad por la 
enzima DHFR del parásito y las sulfonamidas inhiben la enzima DHPS evitando el 
adecuado uso del ácido paraaminobenzoico (PABA) para la síntesis de ácido fólico, 
indispensable a su vez, para la síntesis de ácidos nucleícos, lo que conlleva a la muerte 
del parásito (8), ya que Toxoplasma gondii no puede utilizar el ácido folínico exógeno a 
partir de las células del huésped (49). 
No se precisa un tratamiento específico para los pacientes con toxoplasmosis aguda sin 
ninguna otra anomalía, pero sí para los que presenten una sintomatología grave o una 
retinocoroiditis activa, en quienes la administración de un corticosteroide como la 
prednisona permite reducir el proceso inflamatorio y la cicatrización consiguiente de la 
retina. En la coriorretinitis en niños, se consideran como evolución favorable al 
tratamiento, las lesiones de coriorretinitis cicatrizadas postratamiento y las lesiones 
cicatrizadas sin signos de reactivación ni nuevas lesiones. Los niños con lesiones activas 
son citados postratamiento, previo examen de fondo de ojo para valorar su evolución, 
pues si las lesiones se mantienen activas o aparecen nuevas lesiones en el fondo de ojo, 
se debe indicar un nuevo ciclo de tratamiento. Después de cicatrizadas las lesiones se 
les realiza seguimiento cada 3 meses (50). 
En las infecciones adquiridas durante el embarazo no se recomienda el tratamiento con 
pirimetamina, algunos estudios describen el uso de espiramicina y sulfonamidas (51). El 
tratamiento de la infección en la mujer embarazada no es necesario para ella, se 
administra para prevenir o tratar la infección por Toxoplasma gondii del feto ya que el 
tratamiento podría reducir la incidencia y severidad de la infección fetal (52). Cuando la 
infección materna ocurre antes de las semanas 18-24 se inicia espiramicina por vía oral. 
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Esta terapia se debe continuar hasta que se obtengan los resultados serológicos que 
confirman infección aguda y los resultados de la PCR en líquido amniótico (53). Si existe 
una alta sospecha de infección aguda en la madre y la PCR es negativa, se recomienda 
continuar el tratamiento con espiramicina durante todo el embarazo, con seguimiento de 
ecografía fetal, así como seguimiento postnatal del niño. 
1.7 Mecanismos de resistencia en protozoos. 
Los medicamentos empleados para el tratamiento de la toxoplasmosis son los 
antagonistas de los folatos, dentro de los principales antifolatos se encuentran las 
diaminopirimidinas (pirimetamina (PYR) y trimetropin) y las sulfamidas que incluyen  
sulfadoxina (SDX) y sulfonas tales como Dapsona. Las sulfamidas son estructuralmente 
parecidas al ácido p-aminobutírico (PABA) inhibiendo de forma competitiva la formación 
del ácido fólico a partir del PABA (con la enzima DHPS) ya que  inhiben la conversión del 
ácido aminobenzoico en ácido dihidropteorico (54). 
 
Por su parte las diaminopirimidinas se unen a la enzima DHFR, lo que impide la 
formación del ácido tetrahidrofólico a partir del dihidrofolato. El ácido tetrahidrofólico 
(THF) es la forma activa del ácido fólico sin el cual los parásitos no pueden sintetizar 
timidina, lo que conduce a una interferencia en la síntesis de los ácidos nucléicos, de las 
proteínas y de ADN. Estos fármacos son eficaces a concentraciones muy inferiores a las 
necesarias para inhibir la enzima de los mamíferos, por lo que se puede conseguir 
selectividad.  Los parásitos protozoarios precisan de ácido fólico para llevar a cabo la 
síntesis de ácidos nucléicos y de ADN. Los protozoos son incapaces de absorber el 
folato exógeno y deben sintetizar los folatos a partir del ácido para-aminobenzoico 
(PABA) y por este motivo son sensibles a los fármacos que inhiben la síntesis de folatos 
(7). 
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Figura 1-6  (54) Esquema de acción de antifolatos.  
 
 
 
Tomada de: Hyde J Targeting Purine and Pyrimidine Metabolism in Human Apicomplexan 
Parasites Curr Drug Targets. 2007 January; 8(1): 31–47. 
 
Cuando se utiliza una diaminopirimidina con una sulfamida, se consigue un efecto 
sinérgico, por inhibición de dos pasos de una misma ruta metabólica, lo que da lugar a 
inhibición del desarrollo del protozoario. 
Respecto a las mutaciones en el gen dhfr que confieren resistencia a las 
diaminopirimidinas, este fenómeno  se debe en gran medida a la presión ejercida por los 
medicamentos, lo que ha permitido la selección de una serie de mutaciones sucesivas en 
los genes dhfr y dhps. En el caso de los plasmodia la resistencia de alto nivel de PYR 
resulta de la acumulación de mutaciones en el dominio del gen dhfr, principalmente en 
los codones 108, 59 y 51, donde la variación alélica  da lugar a los cambios S108N, N51I 
y C59R. La alteración del codón 108 aparece ser el primer paso esencial, después de lo 
cual las mutaciones adicionales pueden acrecentarse para aumentar el nivel de la 
resistencia de PYR (55). En el caso de Toxoplasma gondii, se han reportado algunas 
cepas resistentes a PYR (56), sin embargo el gen dhfr no demostró variación en la 
secuencia respecto a la cepa salvaje, pero actualmente no existen datos sobre la base 
molecular de la resistencia a PYR en este parásito, con excepción de la demostración 
que las mutaciones dirigidas confieren resistencia a PYR (57).  
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Respecto a las mutaciones en el gen dhps que confieren resistencia a las sulfas, en el 
caso de  P. falciparum, se han encontrado polimorfismos en los codones 436, 437, 540, 
581 y 613 que conllevan a diferentes niveles de resistencia. Estudios recientes más 
últimos han explorado la relación de las mutaciones en el gen  dhps y la resistencia al 
medicamento, incluyendo ensayos de inhibición con enzimas recombinantes (58) y 
medición de los niveles de resistencia en los parásitos sensibles transformados in vitro 
con las diversas formas del mutantes del gen dhps (59). Aunque los estudios del gen  
dhps de Toxoplasma gondii han sido menos extensos que para Plasmodium falciparum, 
una gama de especímenes clínicos de casos humanos de toxoplasmosis (9) y muestras 
de carne para consumo humano  han sido investigadas. Mutaciones no sinónimas han 
sido encontradas en 4 codones: N407D, E474D, R560K y A597E. Sin embargo, de éstos, 
solamente el cambio en el codón 407 parece estar asociado a la resistencia de la sulfas 
[9], confiriendo la enzima de HPPK-DHPS un valor IC50 para SDZ cerca de 30 veces más 
que para la cepa salvaje. Este codón es equivalente al codón dominante 437 del gen 
dhps de Plasmodium falciparum, aunque los cambios en los aminoácidos son diferentes. 
Hasta ahora, los informes de cepas de Toxoplasma gondii resistentes a SDX  siguen 
siendo raros, aunque la terapia de PYR-SDX falla en una proporción significativa en los 
pacientes que en muchos casos no se pueden explicar adecuadamente (60) 
Las mutaciones más frecuentes en los genes que codifican para la enzima 
dihidropteroatosintetasa (DHPS) se presentan en los codones 407, 474, 560 y 597. La 
mutación 407, está localizada en el exón 1 y presenta un cambio de asparagina (AAC) 
por aspartato (GAC); la mutación 474 dhps está localizada en el exón 2 y presenta un 
cambio de glutamato (GAA) por aspartato (GAC); la mutación 560 (exón 4) presenta un 
cambio de arginina (AGG) por lisina (AAG) y la mutación 597 (silenciosa), se presenta 
dentro del exón 5 y cambia alanina (GCA) por glutamato (GAA). Se aisló una cepa de 
Toxoplasma, a partir de un caso humano de toxoplasmosis congénita documentado con 
seroconversión de la madre durante en primer trimestre en Escocia, que revelaba la 
presencia de polimorfismo de un nucleótido en el codón 407 el cual ha sido asociado a 
resistencia a sulfas en otros apicomplexas. (9). Estos polimorfismos en posiciones 
análogas han sido observados en organismos relacionados incluyendo Plasmodium 
falciparum y Pneumocystis carinii y han sido asociados con resistencia a las 
sulfonamidas (9). En Colombia se realizó un estudio con el fin de determinar la frecuencia 
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de mutaciones en los genes dhfr y dhps de Plasmodium falciparum asociadas con 
resistencia a sulfadoxina-pirimetamina, en muestras de pacientes de tres zonas 
endémicas de Colombia y se encontró que en las poblaciones de Plasmodium falciparum 
analizadas prevalecen los alelos asparagina 108, isoleucina 51 y glicina 437, lo que 
indica un efecto acumulativo de mutaciones y la necesidad de vigilar la aparición de 
nuevos alelos mutantes que puedan conducir a la pérdida total de la eficacia de la 
sulfadoxina-pirimetamina (72) 
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2. Metodología 
El presente estudio fue avalado por el Comité de Investigaciones y el Comité de Ética del 
Instituto Nacional de Salud (INS), Este estudio no presenta ningún impacto ambiental 
negativo, ya que no se realizará ninguna intervención a nivel de recursos naturales 
biológicos o físicos de país. Se manipulará el bromuro de etidio, marcador de ácidos 
nucleicos para  la electroforesis en gel de agarosa, la cual se manejará en 
concentraciones de 0,5mg/L, unas 2000 veces menor que el 50% de la dosis letal, 
siguiendo todas las recomendaciones de bioseguridad y empleando todos los elementos 
de protección ocular, dérmica y respiratoria necesarios. Los desechos generados durante 
la experimentación fueron tratados y eliminados según la normatividad dispuesta por el 
Instituto Nacional de Salud. 
2.1 Aislamiento de Toxoplasma gondii a partir de Líquido 
cefalorraquídeo (LCR)  
Previo consentimiento informado de los pacientes (este documento es considerado como 
propiedad intelectual del INS, en caso de requerir  información adicional se debe solicitar 
por escrito) y teniendo en cuenta todas las normas de bioseguridad para el manejo de 
muestras biológicas, lo que incluye el empleo de los elementos de protección personal, la 
aplicación de los esquemas de vacunación fundamentales y la adecuada eliminación de 
material contaminado; se inocularon vía intraperitoneal 0,8 ml de LCR de dos pacientes 
(FA y NR) HIV positivos con toxoplasmosis cerebral en ratones machos ICR de 20 días 
de edad (2 ratones por cada muestra y 1 ratón control en cada jaula sin inocular). Los 
ratones inoculados fueron observados durante dos semanas, tiempo en el cual no 
presentaron ninguna sintomatología compatible con infección toxoplásmica, al cabo de 
este tiempo los 6 ratones fueron sacrificados en cámara de CO2, se hizo extracción de 
exudado peritoneal (2 ml por cada ratón) y se hizo pase en ciego a otros 6 ratones. A 
partir de este material se realizaron 5 pases sucesivos (6 ratones por pase), a los 43 días 
se observaron taquizoitos de Toxoplasma gondii en el exudado peritoneal de los 4 
ratones inoculados sin que se observaran en el exudado de los ratones control. Se 
realizó el mantenimiento de los parásitos a través de pases sucesivos en ratón durante 6 
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meses después de los cuales se crioconservaron en nitrógeno líquido a -196°C. La 
viabilidad poscongelamiento del aislamiento se confirmó realizando pases sucesivos en 
ratón.  
Figura 2-1 Sujeción de ratón ICR para inoculación intraperitoneal. (Fuente Autor) 
 
2.2 Extracción de gADN: Método estuche comercial 
PureLinkTM® 
Muestras: 
2 aislamientos de Toxoplasma gondii obtenidos a partir de inoculación en biomodelos de 
LCR de pacientes HIV positivos con toxoplasmosis cerebral (muestras NR y FA) 
Cepa de referencia RH de Toxoplasma gondii crioconservada en Nitrógeno líquido a         
-196ºC y mantenida en biomodelo animal (ratones ICR machos de 15 a 20 días de edad) 
a través de pases sucesivos.   
Preparación de lisado: 
1. Se resuspendieron 200 µl de cada una de las muestras (aislamientos de Toxoplasma 
gondii y cepa de referencia RH) en 200 µl de PBS.  
2. Se adicionaron 20 µl de Proteinasa K a la muestra.  
3. Se adicionaron  20 µl RNAsa A a la muestra.  
4. Se mezcló suavemente con vórtex. 
5. Se incubó por 2 minutos a temperatura ambiente. 
6. Se adicionaron 200 µl de PureLinkTM Genomic Lysis/Binding Buffer y se mezcló 
suavemente con vórtex. 
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7. Se incubó a 55°C por 10 minutos para promover la digestión proteica. 
7. Se adicionaron 200 µl de etanol (96-100%) al lisado. 
8. Se mezcló suavemente con vórtex por 5 segundos. 
Unión del ADN: 
1. Se tomó una columna PureLinkTM Spin Column del paquete. Se marcó el tubo en el 
cuerpo y no en la tapa. 
2. Se adicionó el lisado obtenido en el paso anterior. 
3. Se centrifugó la columna a 10.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente.  
4. Se descartó el tubo colector y se transfirió la columna a un nuevo tubo colector. 
Lavado de ADN: 
1. Se adicionaron 500 µl de Buffer de Lavado 1 a la columna. 
2.  Se centrifugó la columna a 10.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente. 
3. Se descartó el tubo colector y se transfirió la columna a un nuevo tubo colector.  
4. Se adicionaron 500 µl de Buffer de Lavado 2 a la columna. 
5. Se centrifugó la columna a máxima velocidad por 5 minutos a temperatura ambiente. 
 
Elución del ADN: 
1. Transferir la columna a un tubo ependorf estéril de 1,5 ml. 
2. Adicionar de 50 µl de agua libre de RNAsa, no se utiliza el buffer de elución del kit 
porque contiene agentes quelantes. (EDTA). 
3. Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos. 
4. Centrifugar la columna a máxima velocidad por 2,5 minutos a temperatura ambiente. 
5. Descartar la columna, el tubo colector es el que contiene el ADN. 
Almacenamiento del ADN: 
1. Almacenar el ADN a -20°C 
 
2.3 Extracción de gADN: Método Lisis alcalina 
Para la extracción de gADNs se partió de 200 µl de cada una de las muestras 
(aislamientos de Toxoplasma gondii y cepa de referencia RH) congeladas a -20°C. A 
cada muestra se adicionó 1 ml de buffer de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM; 
NaCl 5 mM y SDS 0,5 %); se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos y se 
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adicionaron 50 µl de proteínasa K (25 mg/ml) y 20 µl de ARNasa (10 mg/ml); se incubó a 
37°C durante toda la noche. Se realizó extracción fenol:cloroformo (3:1); se centrifugó a 
13000 rpm durante 5 minutos y a 4°C, se recuperó la fase acuosa y se precipitó con 2,5 
volúmenes de etanol absoluto y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M. Se incubó a -
80°C durante 2 horas, se centrifugó a 13000 rpm durante 15 minutos y a 4°C, se 
descartó el sobrenadante y se realizaron 2 lavados, cada uno con 500 µl de etanol al 
70%; entre cada lavado se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos y a 4°C, se 
descartó el sobrenadante y el precipitado se dejo secar a temperatura ambiente durante 
20 minutos. Se realizó la resuspensión con 50 µl de agua libre de nucleasas. Se hizo 
dilución 1/100 y se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm. 
 
2.4 Determinación de la calidad, pureza y concentración 
de ADN extraído 
La cuantificación de ADN se realizó mediante espectrofotometría a una longitud de onda 
de 260nm (A260), usando el espectrofotómetro Beckman DU640 de igual manera se 
obtuvo una estimación de la pureza del ADN por medio de la relación de absorbancia 
(A260/A280nm). 
Para la determinación de la calidad del ADN de las muestras obtenidas con cada uno de 
los protocolos, se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1,8% (p/v) teñido con 
bromuro de etidio (BEt) 0,5 μg/ml. Estos geles fueron visualizados en un transiluminador 
de luz UV. 
 
2.5 Optimización de la técnica de PCR 
Los análisis moleculares se realizaron con ADN genómico (gADN) del parásito, extraído 
a partir de dos muestras de pacientes VIH (Virus de inmunodeficiencia humana) positivos 
con toxoplasmosis cerebral (muestras NR y FA) y de la cepa de referencia RH de 
Toxoplasma gondii, empleando dos protocolos: un estuche comercial (PureLinkTM 
Genomic ADN kits®) siguiendo las instrucciones del fabricante y el método de lisis 
alcalina. Se emplearon los oligonucleótidos reportados por Aspinall et.al (9) dichos 
oligonucleótidos fueron ubicados dentro de las secuencias de los genes dhfr y dhps 
reportadas en GenBank, ubicando en cada una de ellas las secuencias de los exones a 
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amplificar. Con el fin  de limitar el tamaño de los fragmentos a amplificar por PCR se 
obtuvieron las secuencias de los genes dhfr y dhps reportadas en GenBank y se buscó 
cada uno de los exones. Con el fin de realizar la optimización de la técnica se empleó la 
mezcla descrita por Aspinall et. al así: 8 µl de solución stock de dNTP (concentración 
final de cada dNTP,   250 µM), 300 ng de cada oligonucleótido, 10 µl de solución buffer 
10X (Mg2+ concentración final, 2,0 mM), 2,5 U Taq polymerase 18% formamida, para un 
volumen final de reacción de 100 µl y se reprodujeron las condiciones de amplificación 
también descritas: desnaturalización a 84ºC x 30 segundos, anillamiento a 40ºC x 30 
segundos y extensión a 60ºC x 90 segundos por 40 ciclos. Al realizar el montaje de la 
PCR teniendo en cuenta las anteriores condiciones no se obtuvo ningún producto de 
amplificación por lo que se optimizaron las condiciones de amplificación por PCR para 
cada uno de los fragmentos de los genes dhfr y dhps a amplificar, de acuerdo con los 
Tms de los oligonucleótidos y el tamaño del fragmento esperado empleando como 
templado tanto los gADNs extraídos por lisis alcalina de manera manual como los gADNs 
extraídos con el estuche comercial.  
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Tabla 2-1: Secuencias de los Oligonucleótidos empleados en la PCR (9) 
 
Nombre del fragmento a 
amplificar 
 
Oligonucleótidos PCR 
dhps Exon 1ab Directo 5-GCGGTGTTTCGCAGCGACGACTG-3 
Reverso 5-CCTTCATGGTGTCAACGGAAATG-3 
FRAGMENTO ESPERADO= 470 pb 
dhps Exon 2 
 
Directo 5-GGATGAAGTATAGATACATCTGC-3 
Reverso 5-CGGGTATTGCATGTTCTTTCACG-3 
FRAGMENTO ESPERADO= 575 pb 
dhps Exon 4 
 
Directo 5-CAGTTGAACGTCACTTCCATATG-3 
Reverso 5-GCCAGCACACTGGAAGTGAAAC-3 
FRAGMENTO ESPERADO= 622pb 
dhps Exon 5 
 
Directo 5-GTGAAGTGATTGTGACCTGTCGCTAGC-3 
Reverso 5-CCGATCTACAGTCACGACGAAGG-3 
FRAGMENTO ESPERADO= 457 pb 
dhfr Exon 2 
 
Directo 5-CGATGCAACTATAGGTTTCCTGG-3  
Reverso 5-TCCTTGCCAGTCTTCCCTGTATC-3 
FRAGMENTO ESPERADO= 379 pb 
  
Tomada de: Aspinall TV, Joynson DH, Guy E, Hyde JE, Sims PF. The molecular basis of 
sulfonamide resistance in Toxoplasma gondii and implications for the clinical 
management of toxoplasmosis. J Infect Dis. 2002; 185:1637-43. 
 
Se optimizaron las condiciones así: 
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Tabla 2-2: Optimización condiciones de amplificación de PCR  
 
Fragmento a 
amplificar 
T°/tiempo de 
denaturación 
inicial 
Temperatura 
de anillaje 
Número de 
ciclos 
Tiempo ciclo 
de extensión 
dhps Exon 1 94°C/ 5min 
Se ensayaron 
temperaturas 
de 58°, 59° y 
59,5°C/ 1 min 
35 ciclos 72°C/7 min 
dhps Exon 2 
 
94°C/ 5min 
Se ensayaron 
temperaturas 
de 57,5°C, 58°,  
y 59°C/ 1 min 
35 ciclos 72°C/7 min 
dhps Exon 4 
 
94°C/ 5min 
Se ensayaron 
temperaturas 
de 57,5°C, 58° 
C,  58,5° C y 
59°C/ 1 min 
35 ciclos y 40 
ciclos 
72°C/3 min, 
72°C/5 min y 
72°C/7 min 
dhps Exon 5 
 
94°C/ 5min 
Se ensayaron 
temperaturas 
de 58°C, 58,5°,  
y 59°C/1 min 
35 ciclos y 40 
ciclos 
72°C/5 min y 
72°C/7 min 
dhfr Exon 2 
 
94°C/ 5min 
Se ensayaron 
temperaturas 
de 58°C, 58,5°,  
59°C; 59,5°C y 
60°C/1 min 
35 ciclos y 40 
ciclos 
72°C/5 min y 
72°C/7 min 
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2.6 Purificación 
Una vez obtenidos los productos de amplificación para cada uno de los exones tanto del 
gen dhps como para el exón 2 de dhfr, se realizó la purificación a partir de gel, 
empleando el estuche Ilustra GFXPCR ADN and Gel Band Purification (GE Healthcare), 
siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
2.7 Secuenciación 
Con los productos purificados se realizó la secuenciación directa por el método de 
Sanger (en el Grupo de Fisiología molecular del Instituto Nacional de Salud) empleando 
los oligonucleótidos de PCR para cada uno de los fragmentos. Las secuencias obtenidas 
fueron comparadas con las secuencias disponibles en Refseq (NCBI) y en TOXODB para 
los genes de Toxoplasma gondii hydroxymethyldihydropterin pyrophosphokinase-
dihydropteroate synthase (dhps) y dihydrofolate reductase (dhfr). 
 
2.8 Clonación 
Para la construcción de los plásmidos recombinantes se utilizó el vector pGEM-T                
(Promega) con un tamaño de 3.000 pb. 
 
2.8.1 Ligación 
Se llevó a cabo con los productos purificados de los exones 1, 2, 4 y 5 (muestras RH, FA 
y NR) del gen dhps y del exón 2 (muestras RH, FA y NR) del gen dhfr de            
Toxoplasma gondii, además en esta ligación se utilizó el vector pGEM-T, buffer de 
reacción y la enzima T4 ADN ligasa en las siguientes proporciones:  
Buffer de reacción    6 µl 
Cada producto purificado (exones)   4 µl 
Vector pGem-T    1 µl 
T4 ADN ligasa    1 µl  
La mezcla se incubó 1 hora a temperatura ambiente y luego durante 12 horas a 4ºC. 
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2.8.2 Transformación 
Se emplearon las células competentes de E. coli  JM109 que fueron preservadas hasta 
su uso a -80ºC. La transformación por choque térmico se realizó incubando, en tubos 
separados, la mezcla de ligación para cada exón con las células competentes durante 20 
a 30 minutos en un baño de hielo. Inmediatamente se colocaron en un baño María a 
42ºC por 2 minutos, seguido de un cambio inmediato a un baño de hielo durante 2 
minutos. Posteriormente se adicionaron 450 µl de medio LB (Luria Bertani), se mezcló 
suavemente y se llevó a incubar a 37ºC  con una agitación de 150 rpm durante 1 hora 30 
minutos y se sembraron en placas de Petri con medio sólido LB-agar-ampicilina-X-GAL-
IPTG. 
 
2.8.3 Selección de recombinantes 
Los clonos recombinantes para cada uno de los exones fueron seleccionados teniendo 
como agente  selectivo a la ampicilina. La selección se realizó por un criterio de color, las 
colonias negativas expresaron β-galactosidasa enzima capaz de hidrolizar el X-GAL. El 
producto obtenido tras esta hidrólisis reaccionó con el reactivo IPTG, dando a las 
colonias una coloración azul. En el caso de las colonias positivas, el gen de la β-
galactosidasa se encontraba  interrumpido por el inserto, lo que hizo que esta enzima no 
se expresara y por tanto, que las colonias fueran de color blanco. Las colonias positivas 
(blancas)  se replicaron en medio líquido LB/ampicilina y se llevaron a incubar a 37ºC  
con una agitación de 150 rpm durante mínimo 16 horas (sin exceder las 24 horas de 
incubación). 
2.8.4 Verificación de recombinantes 
A partir de los sobrenadantes de los cultivos (incubados durante 10 minutos a 72ºC), se 
verificaron los clonos para cada uno de los exones de los genes dhps y dhfr de 
Toxoplasma gondii mediante una reacción de PCR, utilizando los oligonucleótidos T7 (5´ 
-TAATACGACTCACTATAG- 3´) y SP6 (5´ -AGCTATTTAGGTGACACTATAG- 3´) y 
amplificando los productos obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,8%. 
 
 
 35 
 
 
2.9 Secuenciación de clonos y alineamiento. 
A partir del DNA plasmídico se realizó la secuenciación de ácidos nucléicos empleando el 
método de Sanger, empleando el estuche Big Dye Terminator V3,1  (Applied Biosystems) 
y el analizador genético ABI Prism 310. 
Las secuencias obtenidas con los oligonucleótidos T7 y SP6 fueron editadas y se generó 
una secuencia consenso por cada clon. Se realizó un alineamiento mediante ClustalW. 
Las secuencias fueron comparadas con aquellas reportadas en las bases de datos del 
NCBI. 
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3. Resultados 
3.1 Determinación de la calidad, pureza y concentración 
de ADN extraído: 
Cantidad de ADN 
La cantidad de ADN genómico obtenido con el método de lisis alcalina fue de 142,2 ng/µl 
para la muestra FA, de 479 ng/µl para la muestra RH y de 22,5 ng/µl para la muestra NR  
y con el método de estuche comercial PureLinkTM® fue 76,5 ng/µl para la muestra FA, 
de 187,5 ng/µl para la muestra RH y de 42 ng/µl para la muestra NR.  
 
Pureza del ADN 
Tanto por el método de extracción de lisis alcalina como por el método de estuche 
comercial PureLinkTM® se obtuvo una estimación de la pureza del ADN por medio de la 
relación de absorbancia (A260/A280nm) de A260/A280 entre 1,8 y 2,0. 
 
Calidad del ADN 
Por ambos métodos se obtuvo gADN de buena calidad que fue verificado por 
electroforesis en gel de agarosa al 1% (banda >10Kb) y por espectrofotometría a 260 nm. 
(relación 260/280 entre 1,8 y 2,0) 
 
Estos gADN se empelaron como templado para la optimización de la PCR de los 
diferentes exones de los genes  dhfr y dhps. 
 
3.2 Optimización de la técnica de PCR 
La mezcla de reacción para la amplificación de ambos genes fue optimizada asi: 5 µl de 
Buffer 10X,  5 µl de Cebador directo y reverso, 1 µl DNTPs, 1,5 µl MgCl2, 0,2 µl Taq, 28,3 
µl agua y 4 µl ADN para un volumen final de 50 µl. 
Las condiciones finales de amplificación por PCR que fueron optimizadas son:  
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Tabla 3-1: Condiciones finales de amplificación por PCR 
EXONES/CONDICIONES 
DHPS/EXON 1 DHPS/EXON 2 DHPS/EXON 4 DHPS/EXON 5 DHFR/EXON 2 
94ºC/5 
minutos 
94ºC/5 
minutos 
94ºC/5 
minutos 
94ºC/5 
minutos 
94ºC/5 
minutos 
Ciclos 35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 40 ciclos 
Desnaturalización 94ºC/1 minuto 94ºC/1 minuto 94ºC/1 minuto 94ºC/1 minuto 94ºC/1 minuto 
Anillamiento 
59,5ºC/1 
minuto 
59.1ºC/1 
minuto 
58.5ºC/1 
minuto 59ºC/1 minuto 60ºC/1 minuto 
Extensión  72ºC/1 minuto 72ºC/1 minuto 72ºC/1 minuto 72ºC/1 minuto 72ºC/1 minuto 
Extensión final 72ºC/7 min 72ºC/7 min 72ºC/7 min 72ºC/7 min 72ºC/7 min 
 
Luego de optimizadas las condiciones de la PCR se realizó la amplificación de los 
exones 1, 2, 4 y 5 del gen dhps y del exón 2 del gen dhfr.  
 
La visualización de los productos de amplificación, se realizó mediante una electroforesis 
en gel de agarosa (1,8%), con buffer TBE 1X y bromuro de etidio en una concentración 
de    0,5 µg/ ml. Los productos de amplificación del ADN se observaron en el 
transiluminador de luz ultravioleta. En el gel de agarosa 1,8% se visualizaron las bandas 
correspondientes a 470 pb para el exón 1 y 575 pb para el exón 2 del exón del gen dhps 
(Figura 3-1). Las bandas de 457 pb para el exón 5 del gen dhps (Figura 3-2) y las bandas 
de 379 pb para el exón 2 del gen dhfr (Figura 3-3). 
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Figura 3-1: Amplificación de los productos dhps-Exón 1 y exón 2 en gel de agarosa al 
1,8% 
 
 
 
Figura 3-2: Amplificación del producto dhps-Exón 5 en gel de agarosa al 1,8% 
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Figura 3-3: Amplificación del producto dhfr-Exón 2 en gel de agarosa al 1,8% 
 
  
 
              
 
3.3 Secuenciación directa 
Luego de la purificación de los productos de amplificación se realizó la secuenciación 
directa. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias disponibles en  
Refseq (NCBI)  y de acuerdo con estos análisis, se encontró que las secuencias 
obtenidas para los exones 1 y 5 del gen dhps y del exón 2 del gen dhfr son idénticas a 
las reportadas en la base de datos de ToxoDB (http:toxodb.org). Sin embargo, se 
encontró un cambio de un nucleótido en las tres muestras secuenciadas para el exón 2 
del gen dhps (posición 235) y para el exón 4 del gen dhps se encontraron al menos 3 
cambios a nivel  de nucleótidos (posiciones 259-260 y 371) 
 
 
 
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb-Promega 
Carril 2: Muestra NR (Extracción Kit) 
Carril 3: Muestra FA (Extracción Kit) 
Carril 4: Muestra RH (Extracción Kit) 
Carril 5: Muestra NR (Extracción manual) 
Carril 6: Muestra FA (Extracción manual) 
Carril 7: Muestra RH (Extracción manual) 
Carril 8: Control negativo PCR  
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Figura 3-4: Electroferograma de fragmento de secuencia de dhps-exón 2 obtenida para 
las muestras RH y FA empleando el cebador directo.  
La flecha indica el cambio encontrado con respecto a la secuencia reportada en las 
bases de datos.  
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3.4 Secuenciamiento y alineamiento de los productos de 
amplificación de clonos recombinantes 
 
Figura 3-5: Electroforesis Verificación de clonos para los exones 1, 2, y 4 del gen dhps 
 
 
Los resultados de secuenciamiento de los exones 1, 2, 4 y 5 del gen dhps y del exón 2 
del gen dhfr se presentan en alineamiento con secuencias de referencia de las bases de 
datos GenBank y Toxo DB en las figuras 3-6,3-7, 3-8, 3-9 y 3-10. Solo se encuentra un 
cambio de un nucleótido en las tres muestras secuenciadas para el exón 2 del gen dhps 
y para el exón 4 del gen dhps se encontró un cambio de al menos tres nucleótidos.  
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Figura 3-6: Alineamiento secuencias obtenidas Exón 1 gen dhps.  
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Para este alineamiento se incluyeron las secuencias directas de los productos de PCR 
(FA y RH), las secuencias consenso de los clonos secuenciados (FA-1 y FA-3) y la 
secuencia de referencia obtenida del Genbank. Todas las secuencias son idénticas a la 
referencia. En color negro y subrayado se muestras los oligonucleótidos directo y reverso 
para el exón 1 del gen dhps de Toxoplasma gondii. 
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Figura 3-7: Alineamiento secuencias obtenidas Exón 2 gen dhps.   
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Para este alineamiento se incluyeron las secuencias directas de los productos de PCR 
(FA, NR y RH), las secuencias consenso de los clonos secuenciados (NR-1) y la 
secuencia de referencia obtenida del Genbank. El cambio encontrado de  A por G en las 
secuencias obtenidas con respecto a la referencia se encuentra señalado dentro del 
alineamiento  en color azul y subrayado. El resto de la secuencia es idéntica para todas 
las muestras empleadas, como es indicado por los símbolos *** debajo del alineamiento. 
En color negro y subrayado se muestras los oligonucleótidos directo y reverso para el 
exón 2 del gen dhps de Toxoplasma gondii. 
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Figura 3-8: Alineamiento secuencias obtenidas Exón 4 gen dhps.   
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Para este alineamiento se incluyeron las secuencias directas de los productos de PCR 
(NR y RH), las secuencias consenso de los clonos secuenciados (RH-1 y RH-5) y la 
secuencia de referencia obtenida del Genbank. Los cambios encontrados en las 
secuencias obtenidas con respecto a la referencia se encuentran señalados dentro del 
alineamiento  en color azul y subrayados. El resto de la secuencia es idéntica para todas 
las muestras empleadas, como es indicado por los símbolos *** debajo del alineamiento. 
En color negro y subrayado se muestras los oligonucleótidos directo y reverso para el 
exón 4 del gen dhps de Toxoplasma gondii. 
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Figura 3-9: Alineamiento secuencias obtenidas Exón 5 gen dhps.   
NR              --------------------------------GTGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAA 
RH              ---------------------------------TGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAA 
Clon            GTGAAGTGATTGTGACCTGTCGCTAGCATCGTGTGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAA 
Referencia      GTGAAGTGATTGTGACCTGTCGCTAGCATCGTGTGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAA 
                                                 *************************** 
 
NR              AAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCACAGATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCG 
RH              AAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCACAGATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCG 
Clon            AAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCACAGATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCG 
Referencia      AAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCACAGATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCG 
                ************************************************************ 
 
NR              CGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGACGACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAG 
RH              CGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGACGACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAG 
Clon            CGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGACGACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAG 
Referencia      CGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGACGACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAG 
                ************************************************************ 
 
NR              CAGCAATTGCTGCCTGGTGTGCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATG 
RH              CAGCAATTGCTGCCTGGTGTGCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATG 
Clon            CAGCAATTGCTGCCTGGTGTGCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATG 
Referencia      CAGCAATTGCTGCCTGGTGTGCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATG 
                ************************************************************ 
 
NR              ATGTGAAGGTAAGCGCACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTG 
RH              ATGTGAAGGTAAGCGCACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTG 
Clon            ATGTGAAGGTAAGCGCACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTG 
Referencia      ATGTGAAGGTAAGCGCACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTG 
                ************************************************************ 
 
NR              CTAAGGAGCGCATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACC 
RH              CTAAGGAGCGCATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACC 
Clon            CTAAGGAGCGCATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACC 
Referencia      CTAAGGAGCGCATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACC 
                ************************************************************ 
 
NR              GATGTACTTGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCAT 
RH              GATGTACTTGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCAT 
Clon            GATGTACTTGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCAT 
Referencia      GATGTACTTGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCAT 
                ************************************************************ 
 
NR              GGCGATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
RH              GGCGATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
Clon            GGCGATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
Referencia      GGCGATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
                ************************************* 
Para este alineamiento se incluyeron las secuencias directas de los productos de PCR 
(NR y RH), la secuencia de Referencia obtenida del Genbank y el clon RH/E5. La 
secuencia es idéntica para todas las muestras empleadas, al realizar la comparación con 
la secuencia de referencia obtenida de Genbank como es indicado por los símbolos *** 
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debajo del alineamiento. En color negro y subrayado se muestras los oligonucleótidos 
directo y reverso para el exón 5 del gen dhps de Toxoplasma gondii. 
 
Figura 3-10: Alineamiento secuencias obtenidas Exón 2 gen dhfr.   
 
 
Para este alineamiento se incluyó la secuencia directa del producto de PCR (RH) y la 
secuencia de Referencia obtenida del Genbank. La secuencia es idéntica para las 
muestras empleadas, al realizar la comparación con la secuencia de referencia obtenida 
de Genbank como es indicado por los símbolos *** debajo del alineamiento. En color 
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negro y subrayado se muestras los oligonucleótidos directo y reverso para el exón 2 del 
gen dhfr  de Toxoplasma gondii.  
 
 
 
3.5 Otros Resultados. 
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4. Discusión 
En los últimos años, la implementación de técnicas moleculares ha llevado a la 
necesidad de desarrollar métodos de extracción de ADN más simples y eficientes ya que  
variaciones en la eficiencia de la lisis, el rendimiento y la pureza del ADN pueden afectar 
los resultados de técnicas moleculares como PCR, la hibridización y la clonación. (61). 
 
En este trabajo se utilizaron los métodos de extracción de ADN de lisis alcalina y el 
estuche comercial PureLinkTM® y por los dos métodos se obtuvo gADN de buena 
calidad y cantidad suficiente. Aunque el método de lisis alcalina (fenol-cloroformo) 
presenta varias desventajas entre ellas la cantidad de pasos que lleva, lo que implica 
mayor manipulación y muy largo el tiempo del proceso cuando se analiza un gran 
número de muestras, (62) esta metodología fue estandarizada en el Instituto Nacional de 
Salud y arrojó mejores resultados en cuanto a la cantidad de gADN obtenido. Sin 
embargo en cuanto a la pureza del ADN a través de los dos métodos se obtuvo ADN de 
alta pureza lo que se evidencia por medio de la relación de absorbancia (A260/A280nm) 
que para todas las muestras osciló entre 1,8 y 2,0. Es importante observar que el 
cociente A260/A280 es solamente un indicador de la pureza del ADN (63). El hecho de 
obtener un cociente A260/A280 entre 1,8 y 2,0 para todos los gADN extraídos de las 
muestras NR, FA y RH señala que el porcentaje de ácidos nucléicos presentes es 
superior al 95%. (63). La calidad del ADN fue validada a través de su amplificación 
encontrándose que la mayor parte del ADN se encuentra en la zona de alto peso 
molecular (banda >10Kb). Todas las muestras presentaron una calidad suficiente para 
ser empleadas como templado para la optimización de la PCR de los diferentes exones 
de los genes  dhfr y dhps. (64) 
 
Para la optimización de la prueba de PCR, que es un método directo para la detección de 
ADN de Toxoplasma gondii (27) es necesario tener en cuenta que es una técnica de alta 
sensibilidad que necesita una mínima cantidad de ADN para obtener un gran número de 
copias y que se pueden obtener resultados erróneos si se lleva a cabo en condiciones 
inadecuadas que conduzcan a la amplificación de ADN no específico a la muestra a 
analizar. Por lo anterior se optimizaron las condiciones de la técnica de PCR partiendo de 
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las reportadas por Aspinall et .al (9) para obtener los resultados esperados, dentro de las 
que están la cantidad y calidad del gADN, que se evidenció en todas las extracciones 
realizadas. Respecto al diseño de los oligonucleótidos cada uno debe estar conformado 
entre 18 y 24 bases;  los oligonucleótidos muy cortos hacen que la PCR no sea muy 
específica, y los que se exceden en longitud hacen que se pierda rendimiento en la 
reacción. La proporción entre bases púricas y pirimidínicas debe ser 1:1 (40-60% 
máximo), y que empiecen y terminen con 1 ó 2 bases púricas. Los oligonucleótidos no 
deben incluir en su secuencia regiones que sean complementarias entre sí, o se 
formarán dímeros entre ellos (65) en el presente trabajo se emplearon los 
oligonucleótidos reportados por Aspinall et.al (9) los cuales cumplieron con las 
consideraciones anteriores de diseño, además las secuencias de los oligonucleótidos 
fueron alineadas con las secuencias del ADN almacenadas en la base de datos del 
GenBank y se analizó la presencia de secuencias repetitivas o complementarias para 
evitar la formación de dímeros u horquillas. La cantidad de dNTPs que deben ser 
añadidos en la reacción en iguales concentraciones, puesto que los mismos pueden 
captar iones Mg2+. Por lo general la concentración final más utilizada de dNTPs en un 
volumen de reacción de 50 µl es de 0,2 mM que fue la optimizada para este trabajo. La 
concentración de la Taq polimerasa, cuya concentración ideal en la literatura ha sido 
definida entre 1 y 1,25 U de enzima en 50µl de reacción. Incrementos en la cantidad de 
enzima y del tiempo de extensión genera la aparición de artefactos debido a la actividad 
exonucleasa intríseca 5´ -> 3´ de la enzima (66). En este trabajo se optimizó a una 
concentración final de 5 U/µl. Otro factor a tener en cuenta es la concentración de 
magnesio que afecta el funcionamiento de la enzima Taq ADN polimerasa, así una 
concentración de MgCl2 de 1,5 µl resulta fundamental para la optimización de la 
reacción, ya que éste puede afectar la hibridización de los oligonucleótidos, la 
temperatura de disociación, tanto del templado de ADN como del producto de la PCR, la 
especificidad del producto final, favorecer formación de dímeros de oligonucleótidos y 
afectar la actividad y fidelidad de la enzima (67), en este trabajo se optimizó a una 
concentración final de 1,5 mM. 
 
En cuanto a las fases de la PCR se optimizaron los tiempos y las temperaturas así: 
desnaturalización a 94ºC por 1 minuto, anillamiento a una temperatura que osciló entre 
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58,5ºC y 60ºC con pequeñas variaciones para cada uno de los exones, ya que tiempos 
más largos suelen incrementar la probabilidad de aparición de productos inespecíficos 
(68) debido a la actividad exonucleasa intríseca 5´ -> 3´ de la enzima, además las 
secuencias de los oligonucleótidos son una consideración importante en la determinación 
de la temperatura de anillamiento óptima ya que para los que poseen una temperatura de 
fusión (Tm) alta, se recomienda aumentar la temperatura de anillamiento, pues de esta 
forma se reducen al mínimo las uniones inespecíficas, aumenta la cantidad de producto 
amplificado y se reduce la formación de dímeros (69). La fase de elongación se optimizó 
a 72ºC por 1 minuto y la de extensión final a 72ºC por 7 minutos. El número de ciclos 
también es un aspecto importante a considerar. Este número depende de la cantidad de 
ADN que existe en la muestra una vez que el resto de los factores han sido optimizados. 
Es importante no realizar un número alto de ciclos (normalmente se emplean de 25-35 
ciclos) ya que puede dar lugar a la amplificación de productos no deseados originados 
por hibridaciones no específicas, por eso el número de ciclos osciló entre 35 y 40 ciclos. 
Hay que tener en cuenta que la reacción está producida por una enzima que sufre el 
efecto meseta ya que después de un número determinado de ciclos la amplificación deja 
producirse de manera exponencial y llega a una fase estacionaria. Generalmente cuando 
el efecto meseta se produce, la cantidad de ADN sintetizado es suficiente para su 
posterior utilización (70) como se pudo comprobar al realizar la amplificación de los 
exones 1, 2, 4 y 5 del gen dhps y del exón 2 del gen dhfr a través de esta técnica. 
 
Al realizar la secuenciación de los productos de PCR purificados se encontró un cambio 
de un nucleótido en las tres muestras secuenciadas para el exón 2 del gen dhps 
(posición 235) y para el exón 4 del gen dhps se encontraron al menos tres cambios 
(posiciones 259-260 y 371). La mutación más frecuente en los genes que codifican para 
la enzima dihidrofolatoreductasa (DHFR) se presenta en el codón 156 (exón 2). La 
mutación en el gen dhfr cambia CTG por TTG (ambos codifican para leucina), es una 
mutación silenciosa, que hasta ahora no ha sido relacionada con algún efecto biológico y  
sólo se ha encontrado en algunos aislamientos de Toxoplasma gondii del genotipo C 
dhps (9). En el presente trabajo no se encontraron polimorfismos en este exón tanto para 
la cepa RH como para las cepas de Toxoplasma gondii de los pacientes FA y NR. 
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En cuanto a la enzima DHPS las mutaciones más frecuentes en los genes que codifican 
para esta enzima se presentan en los codones 407 (exón 1), 474 (exón 2), 560 (exón 4) y 
597 (exón 5). En el presente trabajo se evidenció un polimorfismo en el exón 2 del gen 
dhps (posición 235) es un polimorfismo Ts (A↔G); respecto a la mutación 560 (exón 4) 
que ha sido reportada por Aspinall y cols. como un cambio de arginina (AGG) por lisina 
(AAG), en el presente trabajo se identificó, mediante ensayos de bioinformática, en las 
cepas RH, NR y FA una mutación en el exón 4, Tv 2 cambios (G↔C) y 1 cambio (T↔G), 
no sinónima en la región codificante que podría llevar a un cambio de una Glu (CAA ó 
CAG) por una His (codificada por los codones AAU ó AAC). La glutamina no es un 
aminoácido esencial para los mamíferos, sin embargo para Toxoplasma gondii es una 
molécula precursora fundamental en la síntesis de novo (71), por lo que este 
polimorfismo podría afectar  la expresión de la enzima DHPS, blanco terapéutico de los 
antifolatos y ser un factor relacionado con cambios en la susceptibilidad del parásito a 
estos medicamentos. Dentro de las mutaciones génicas, las transiciones son más 
comunes que las transversiones, aunque estas últimas pueden tener un mayor impacto 
en la funcionalidad de las proteínas en las que ocurre la mutación a nivel del ADN, 
impacto que puede ir desde cambios neutros, funcionalidad ligeramente aumentada o 
disminuida, pérdida de funcionalidad o cambio de la funcionalidad de la proteína 
(enzima).  
Estos polimorfismos en posiciones análogas han sido observados en organismos 
relacionados incluyendo Plasmodium falciparum y Pneumocystis carinii y han sido 
asociados con resistencia a las sulfonamidas (9). En Colombia se realizó un estudio con 
el fin de determinar la frecuencia de mutaciones en los genes dhfr y dhps de   
Plasmodium falciparum asociadas con resistencia a sulfadoxina-pirimetamina, en 
muestras de pacientes de tres zonas endémicas de Colombia y se encontró que en las 
poblaciones de Plasmodium falciparum analizadas prevalecen los alelos asparagina 108, 
isoleucina 51 y glicina 437, lo que indica un efecto acumulativo de mutaciones y la 
necesidad de vigilar la aparición de nuevos alelos mutantes que puedan conducir a la 
pérdida total de la eficacia de la sulfadoxina-pirimetamina (72). Teniendo en cuenta que 
Toxoplasma gondii  pertenece al rango apicomplexa al igual que                        
Plasmodium falciparum, estos organismos presentan muchas características en común, 
entre ellas susceptibilidad a los antifolatos y que se han encontrado polimorfismos en los 
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genes dhfr y dhps de cepas colombianas de Plasmodium falciparum, se resalta la 
importancia de la detección de estos polimorfismos en cepas circulantes en nuestro país.  
 
La clonación de los productos purificados obtenidos de la PCR se realizó con el fin de 
obtener grandes cantidades de las secuencias de ADN de interés, además para 
confirmar los polimorfismos encontrados en la secuenciación directa de los productos de 
PCR purificados y a futuro proyectando la inclusión de esta técnica de PCR como 
herramienta diagnóstica en la búsqueda de polimorfismos en diferentes regiones del país 
en la que los clonos recombinantes serían empleados como controles positivos de esta 
PCR. 
 
Por otra parte, de acuerdo a la literatura científica revisada, es importante tener en 
cuenta que cambios en el comportamiento humano pueden ejercer una fuerte presión 
selectiva sobre el parásito generando recombinaciones genéticas y el surgimiento de 
polimorfismos que pueden estar asociados con cambios en la respuesta del parásito 
frente a los medicamentos.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
La realización del presente trabajo permitió la optimización de la técnica de 
extracción de ADN parasitario a partir de la cepa de referencia RH y de 2 aislamientos de          
Toxoplasma gondii obtenidos a partir de líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes HIV 
positivos con toxoplasmosis cerebral mediante la utilización de dos métodos de 
extracción de ADN: lisis alcalina y el estuche comercial PureLinkTM®, aunque con los 
dos métodos se obtuvo ADN de buena calidad, el método de lisis alcalina permitió la 
extracción de una mayor cantidad de ADN a partir de las muestras analizadas. 
 
Se optimizaron las condiciones para la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) para la amplificación de los genes dhfr y dhps a partir de la cepa de referencia RH 
y de 2 aislamientos de Toxoplasma gondii. En cuanto a las condiciones de la mezcla se 
establecieron como óptimas: 5 µl de Buffer 10X,  5 µl de Cebador directo e inverso, 1 µl 
DNTPs, 1,5 µl MgCl2, 0,2 µl Taq, 28,3 µl agua y 4 µl ADN para un volumen final de 50 µl 
y para la amplificación se estableció la desnaturalización a 94ºC por 1 minuto, 
anillamiento entre 58,5ºC y 60ºC (según el exón), extensión a 72ºC por 1 minuto y una 
extensión final a 72ºC por 7 minutos.  
 
Respecto a la mutación 560 (exón 4), en el presente trabajo se identificó, mediante 
ensayos de bioinformática, en las cepas RH, NR y FA una mutación en el exón 4, Tv 2 
cambios (G↔C) y 1 cambio (T↔G), no sinónima en la región codificante que puede llevar 
a un cambio de una Glu (CAA ó CAG) por una His (codificada por los codones AAU ó 
AAC). 
 
Por último se cumplió con el objetivo de secuenciar los productos de ADN obtenidos en la 
PCR y se realizó la clonación en el vector de clonación pGEM-T encontrándose un 
cambio de un nucleótido para el exón 2 y al menos tres cambios en el exón 4 del gen 
dhps, ya que estos cambios no se pueden relacionar directamente con cambios a nivel 
de las enzimas DHPS ó DHFR, se recomiendan otros ensayos utilizando sistemas de 
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expresión en organismos procariotas y eucariotas para producción de proteínas y 
posteriormente evaluar el efecto de esas mutaciones en la enzima mediante estudios 
enfocados en evaluar cambios en la funcionalidad de dichas enzimas. 
 
Es importante mencionar que los ADNs plasmídicos recombinantes obtenidos para cada  
uno de los exones servirán de controles positivos para las PCRs realizadas a partir de 
diferentes muestras de pacientes con diversas manifestaciones de toxoplasmosis,  
controles positivos que no se tenían disponibles antes de la realización del proyecto. 
5.2 Recomendaciones 
Es necesario ampliar el número de muestras con el fin de establecer cuales 
polimorfismos, relacionados con cambios en la susceptibilidad a los antifolatos, se 
encuentran en otros aislamientos parasitarios que circulan en nuestro país ya que en 
estudios llevados a cabo en Corea, Francia, Reino Unido y Estados Unidos se han 
descrito mutaciones en los genes dhfr, hhps y citocromo B que han sido determinadas 
por secuenciación, hallándose varias mutaciones puntuales tanto en el gen dhfr como en 
el gen dhps que no pudieron relacionarse directamente con baja susceptibilidad a los 
medicamentos (8, 9, 10, 25). 
 
La detección de polimorfismos en el genoma del parásito implicará la realización de un 
nuevo trabajo de investigación descriptivo prospectivo que permita determinar la relación 
de estas mutaciones con una respuesta inadecuada al tratamiento que a su vez puede 
estar relacionada con la presencia de recaídas especialmente en pacientes con 
toxoplasmosis ocular y congénita, conocimiento que será fundamental a nivel de salud 
pública para la toma de decisiones en cuanto al manejo de los esquemas de tratamiento 
de la toxoplasmosis a nivel nacional. 
 
Para establecer la asociación entre presencia de polimorfismos para cada uno de los 
alelos analizados y la respuesta inadecuada al tratamiento en el caso de toxoplasmosis 
ocular se deberá evaluar la desaparición de las células inflamatorias en el vítreo a la 
semana cuatro de tratamiento y reducción en el tamaño de la lesión inflamatoria, la 
disminución en el diámetro en micrómetros de la lesión de coriorretinitis y la disminución 
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en la turbidez vítrea; la disminución en el número de células en la cámara anterior y la 
mejoría de la agudeza visual (número de líneas de Snellen en la primera y en la quinta 
semana de tratamiento). Para toxoplasmosis congénita se determinará la tasa de 
seguimiento y cumplimiento con el tratamiento durante un año. Estos recién nacidos 
pasarán a examen con el pediatra y el oftalmólogo. Se clasificarán como sintomáticos o 
asintomáticos y recibirán además el tratamiento establecido para dicha patología. Se 
considera respuesta al tratamiento con el descenso progresivo de los niveles de 
anticuerpos IgG mayores al 10% de los niveles iniciales y progresivos sin aumento o 
estabilidad de acuerdo con muestras tomadas mensualmente (categorización. descenso 
o no descenso) y la ausencia de nuevas cicatrices de coriorretinitis durante el 
seguimiento en el primer año de vida (categorización: ausencia o presencia).  
 
Con el fin de complementar los resultados obtenidos, se recomienda la realización de 
otros ensayos utilizando sistemas de expresión en organismos procariotas y eucariotas 
para producción de proteínas y posteriormente evaluar el efecto de esas mutaciones en 
la enzima mediante estudios enfocados en evaluar funcionalidad de dicha enzima.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 59 
 
 
Anexo A: Resultados de la secuenciación 
de ácidos nucléicos 
MUESTRA FA dhps EXON 1. CEBADOR E1-F.  
TGAAGATGTCAAGACACACGCGGATCAGATAATCAAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGC
TGTCGGAGGTGCAGCGGACGCAGCTGCTCCGTCTGCAACGCCTGGAGAAGACCCT
GCGTGAGGAACATCCGCTGAAGCTCATGGGGATTCTGAACGTCAGTCCAGACTCGT
TCACCGATCACTTTTCTGCGAGCGTCGACGAGGCTGTTGCCGCTGCAGAGGCCATG
GTAACTGACGGCGCAGACGTGGTCGACGTCGGAGGCGAGGCCACGAACCCTTTCA
GGGTGGCCGGCGAAGTTCCGCTTGCAGTCGAAAGGGAACGGGTTGTTCCCGTTGT
GCAAAAGATCTTGGACAAACTCGGCAACCGCGTCATCATTTCCGT 
 
MUESTRA RH dhps EXON 1. CEBADOR E1-F.  
AAGAGCTCTGGACTCTTGGTGGCGACGCCGGCATCGTAGATACCCTCTTGTACATT
GAAGATGTCAAGACACACGCGGATCAGATAATCAAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGCT
GTCGGAGGTGCAGCGGACGCAGCTGCTCCGTCTGCAACGCCTGGAGAAGACCCTG
CGTGAGGAACATCCGCTGAAGCTCATGGGGATTCTGAACGTCAGTCCAGACTCGTT
CACCGATCACTTTTCTGCGAGCGTCGACGAGGCTGTTGCCGCTGCAGAGGCCATGG
TAACTGACGGCGCAGACGTGGTCGACGTCGGAGGCGAGGCCACGAACCCTTTCAG
GGTGGCCGGCGAAGTTCCGCTTGCAGTCGAAAGGGAACGGGTTGTTCCCGTTGTGC
AAAAGATCTTGGACAAACTCGGCAACCGCGTCATCATTTC 
 
MUESTRA NR dhps EXON 2. CEBADOR E2-F.  
CTAGCATGAGTTTTTTTTTCGGGCGAGTTTTTTAAAGATGGTGCAGGCTGGGGAAAT
TTCTGGTTTTATACATAAAAGCTCCGCATCCATTACAGTGCTCGTGGAAGGGTCACG
TGTGCGGTGTCCGGCCTATCCTCAGAGCGTGTCCTGTTGTCGGGACTGGTGAGAAC
GCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAAGAAATACGTG
TTTGCGAAAAGTGGCTTATTACCTTGTAGCGAGCGTGAGCTGAGGCATCCCGCTGC
CCTCAGGTGAACGACCAGACCGGAGAGAGCAGGAAGGGAGGGGAAGGAGACCCG
CTTTCCTTCGTTGTTGGCAACTCGACCACCGTCGTGCTGATGCACAAACGCGGCACT
CCCGACACGTTTGACGGTTATCAAGGTAGGCGTGGAAAAACTGCAGAGCGAAAATT
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CGTCGAATTTCACGAGTTTCTGGGGGCCGCGATTTCAGGTGGTATACACCGAGCCG
GTAGTATGTTTTAGCTATTGTTTCGTGAAAGAACA 
 
MUESTRA FA dhps-EXON 2. CEBADOR E2-F.  
CACTAGCATGAAGTTTTTTTTTCGGGCGAGTTTTTTAAAGATGGTGCAGGCTGGGGA
AATTTCTGGTTTTATACATAAAAGCTCCGCATCCATTACAGTGCTCGTGGAAGGGTCA
CGTGTGCGGTGTCCGGCCTATCCTCAGAGCGTGTCCTGTTGTCGGGACTGGTGAGA
ACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAAGAAATACG
TGTTTGCGAAAAGTGGCTTATTACCTTGTAGCGAGCGTGAGCTGAGGCATCCCGCTG
CCCTCAGGTGAACGACCAGACCGGAGAGAGCAGGAAGGGAGGGGAAGGAGACCC
GCTTTCCTTCGTTGTTGGCAACTCGACCACCGTCGTGCTGATGCACAAACGCGGCA
CTCCCGACACGTTTGACGGTTATCAAGGTAGGCGTGGAAAAACTGCAGAGCGAAAA
TTCGTCGAATTTCACGAGTTTCTGGGGGCCGCGATTTCAGGTGGTATACACCGAGC
CGGTAGTATGTTTTAGCTATTGTTTCGTGAAAGA 
 
MUESTRA RH dhps EXON 2. CEBADOR E2-F.  
CACTAGCATGAAGTTTTTTTTTCGGGCGAGTTTTTTAAAGATGGTGCAGGCTGGGGA
AATTTCTGGTTTTATACATAAAAGCTCCGCATCCATTACAGTGCTCGTGGAAGGGTCA
CGTGTGCGGTGTCCGGCCTATCCTCAGAGCGTGTCCTGTTGTCGGGACTGGTGAGA
ACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAAGAAATACG
TGTTTGCGAAAAGTGGCTTATTACCTTGTAGCGAGCGTGAGCTGAGGCATCCCGCTG
CCCTCAGGTGAACGACCAGACCGGAGAGAGCAGGAAGGGAGGGGAAGGAGACCC
GCTTTCCTTCGTTGTTGGCAACTCGACCACCGTCGTGCTGATGCACAAACGCGGCA
CTCCCGACACGTTTGACGGTTATCAAGGTAGGCGTGGAAAAACTGCAGAGCGAAAA
TTCGTCGAATTTCACGAGTTTCTGGGGGCCGCGATTTCAGGTGGTATACACCGAGC
CGGTAGTATGTTTTAGCTATTGTTTCGTGAAAGAACATGCAATACCCG 
 
MUESTRA RH dhps EXON 4. CEBADOR E4-F.  
CCGACTTTGGCGCTATGTTGGATAGGTGGCGGATTCTCGCGGATCCCGGCTTGGGA
ATCTCCAAGAATCCTGAGCAGAGCTTCGAGCTGGTACGGGGCGTTCACCGCATCAG
GCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCTCGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGT
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CACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGCGGGCGCGAGGGCGTTTAAGG
AACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGG 
 
MUESTRA NR dhps-EXON 5. CEBADOR E5-F.  
GTGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAAAAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCAC
AGATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCGCGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGAC
GACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAGCAGCAATTGCTGCCTGGTGT
GCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATGATGTGAAGGTAAGCG
CACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTGCTAAGGAGCGC
ATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACCGATGTACT
TGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCATGGCG
ATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
 
MUESTRA NR dhps EXON 5. CEBADOR E5-R.  
CGTATCGCCATGGTTCCTCGGTGAGAGCGCATCATAAATGATTGAGCATGACAGCTT
CTCAAGTACATCGGTCCTCCATTCAGGCTGAAAACGTGCCCGTAACGCTGGATATAC
TAATGCGCTCCTTAGCACGAACGTTGTCCACTTGTACTTGTTCTCTTTCATCGAGCAG
TGCGCTTACCTTCACATCATGCGTCCGGACGACGGTCACCGCGTCTGTGTTTGCAG
CACACCAGGCAGCAATTGCTGCTCCTCCCCATCGACGACCTTCGACGGTTGCAGTC
GTCGGGGGACCTTTCCTATCTTGCGCGGATTCACCGACACCCCAACCGACCAATCT
GTGAAATGAACGCAGCAAATCAACGCCTTTTGGGGTCCAACAACCGTGTCCCAACA
CACGATGCTAGCGACAGGTCACAATCACTT 
 
MUESTRA RH dhps EXON 5. CEBADOR E5-F.  
TGTTGGGACACGGTTGTTGGACCCCAAAAGGCGTTGATTTGCTGCGTTCATTTCACA
GATTGGTCGGTTGGGGTGTCGGTGAATCCGCGCAAGATAGGAAAGGTCCCCCGAC
GACTGCAACCGTCGAAGGTCGTCGATGGGGAGGAGCAGCAATTGCTGCCTGGTGT
GCTGCAAACACAGACGCGGTGACCGTCGTCCGGACGCATGATGTGAAGGTAAGCG
CACTGCTCGATGAAAGAGAACAAGTACAAGTGGACAACGTTCGTGCTAAGGAGCGC
ATTAGTATATCCAGCGTTACGGGCACGTTTTCAGCCTGAATGGAGGACCGATGTACT
TGAGAAGCTGGCATGCTCAATCATTTATGATGCGCTCTCACCGAGGAACCATGGCG
ATACTGGGTGCCTTCGTCGTGACTGTAGATCGG 
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MUESTRA RH dhps EXON 5. CEBADOR E5-R.  
CATCGGTCCTCCATTCAGGCTGAAAACGTGCCCGTAACGCTGGATATACTAATGCGC
TCCTTAGCACGAACGTTGTCCACTTGTACTTGTTCTCTTTCATCGAGCAGTGCGCTTA
CCTTCACATCATGCGTCCGGACGACGGTCACCGCGTCTGTGTTTGCAGCACACCAG
GCAGCAATTGCTGCTCCTCCCCATCGACGACCTTCGACGGTTGCAGTCGTCGGGGG
ACCTTTCCTATCTTGCGCGGATTCACCGACACCCCAACCGACCAATCTGTGAAATGA
ACGCAGCAAATCAACGCCTTTTGGGGTCCAACAACCGTGTCCCAACACACGATGCT
AGCGACAGGTCACA 
 
PRODUCTO DE PCR dhfr/EXON 2. dhfr-F 
ATATTTCAGACCTTCCTCTCACATTTGGTTTGCCCGTACACCTCCGTTACGCTTTTTT
TCTGGCTTTCTTCTTCGTCTCTGTTTATCAGCAAAGAAGAAGACATTGCGGCGGAGA
AGCCTCAAGCTGAAGGCCAGCAGCGCGTCCGAGTCTGTGCTTCACTCCCAGCAGCT
CTCAGCCTTCTGGAGGAAGAGTACAAGGATTCTGTCGACCAGATTTTTGTCGTGGGT
ATGTTGTCCTAAACTCCTTGGAACTCCATTCTTGGTCAGAAACGTACTGAAACTGTAT
ACATGTATATACAGATGTATGGATAATATCTAGAGAAGATACAGGGAAGACTGGCA
AGGA 
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Anexo B: Resultados de la secuenciación 
de clonos recombinantes 
En las secuencias se muestra en color azul y subrayado los oligonucleótidos externos, en 
color verde y subrayado los oligonucleótidos internos para cada exón, en rojo parte de la 
secuencia del vector pGEM-T empleado en la clonación y en color naranja y subrayado 
los cambios de nucleótido encontrados en los clonos secuenciados. 
 
CLON FA-1/EXON 1 CEBADOR T7. LILIANA CORTES. GRUPO DE PARASITOLOGIA. 
PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 25 DE 2011 
AATGATGACGCGGTTGCCGAGTTTGTCCAAGATCTTTTGCTCAACGGGAACAACCC
GTTCCCTTTCGACTGCAAGCGGAACTTCGCCGGCCACCCTGAAAGGGTTCGTGGCC
TCGCCTCCGACGTCGACCACGTCTGCGCCGTCAGTTACCATGGCCTCTGCAGCGGC
AACAGCCTCGTCGACGCTCGCAGAAAAGTGATCGGTGAACGAGTCTGGACTGACGT
TCAGAATCCCCATGAGCTTCAGCGGATGTTCCTCACGCAGGGTCTTCTCCAGGCGTT
GCAGACGGAGCAGCTGCGTCCGCTGCACCTCCGACAGCGCTTCCTCGCCACCAAC
CTTGATTATCTGATCCGCGTGTGTCTTGACATCTTCAATGTACAAGAGGGTATCTACG
ATGCCGGCGTCGCCACCAAGAGTCCAGAGCTCTTCAGTCGTCGCTGCGAAACACC
GCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCACGCGTT 
CLON FA-1/EXON 1 CEBADOR SP6. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 26 DE 2011 
ATCATCAAGCTATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGG
CGGCCGCACTAGTGATTGCGGTGTTTCGCAGCGACGACTGAAGAGCTCTGGACTCT
TGGTGGCGACGCCGGCATCGTAGATACCCTCTTGTACATTGAAGATGTCAAGACACA
CGCGGATCAGATAATCAAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGCTGTCGGAGGTGCAGCGG
ACGCAGCTGCTCCGTCTGCAACGCCTGGAGAAGACCCTGCGTGAGGAACATCCGCT
GAAGCTCATGGGGATTCTGAACGTCAGTCCAGACTCGTTCACCGATCACTTTTCTGC
GAGCGTCGACGAGGCTGTTGCCGCTGCAGAGGCCATGGTAACTGACGGCGCAGAC
GTGGTCGACGTCGGAGGCGAGGCCACGAACCCTTTCAGGGTGGCCGGCGAAGTTC
CGCTTGCAGTCGAAAGGGAACGGGTTGTTCCCGTTGTGCAAAAGATCTTGGACAAA
CTCGGCAACCGCGTCATCATTTCCGTTGACACCATGAAGGAATCCCG 
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SECUENCIA CONSENSO CLON FA-1 EXON 1 GEN DHPS  TOXOPLASMA 
GCGGTGTTTCGCAGCGACGACTGAAGAGCTCTGGACTCTTGGTGGCGACGCCGGC
ATCGTAGATACCCTCTTGTACATTGAAGATGTCAAGACACACGCGGATCAGATAATC
AAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGCTGTCGGAGGTGCAGCGGACGCAGCTGCTCCGTC
TGCAACGCCTGGAGAAGACCCTGCGTGAGGAACATCCGCTGAAGCTCATGGGGATT
CTGAACGTCAGTCCAGACTCGTTCACCGATCACTTTTCTGCGAGCGTCGACGAGGCT
GTTGCCGCTGCAGAGGCCATGGTAACTGACGGCGCAGACGTGGTCGACGTCGGAG
GCGAGGCCACGAACCCTTTCAGGGTGGCCGGCGAAGTTCCGCTTGCAGTCGAAAG
GGAACGGGTTGTTCCCGTTGTGCAAAAGATCTTGGACAAACTCGGCAACCGCGTCA
TCATTTCCGTTGACACCATGAAGG 
CLON FA-3/EXON 1 CEBADOR T7. LILIANA CORTES. GRUPO DE PARASITOLOGIA. 
PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 27 DE 2011 
AACTTAATGCGGTGTTTCGCAGCGACGACTGAAGAGCTCTGGACTCTTGGTGGCGA
CGCCGGCATCGTAGATACCCTCTTGTACATTGAAGATGTCAAGACACACGCGGATCA
GATAATCAAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGCTGTCGGAGGTGCAGCGGACGCAGCTG
CTCCGTCTGCAACGCCTGGAGAAGACCCTGCGTGAGGAACATCCGCTGAAGCTCAT
GGGGATTCTGAACGTCAGTCCAGACTCGTTCACCGATCACTTTTCTGCGAGCGTCGA
CGAGGCTGTTGCCGCTGCAGAGGCCATGGTAACTGACGGCGCAGACGTGGTCGAC
GTCGGAGGCGAGGCCACGAACCCTTTCAGGGTGGCCGGCGAAGTTCCGCTTGCAG
TCGAAAGGGAACGGGTTGTTCCCGTTGTGCAAAAGATCTTGGACAAACTCGGCACC
GCGTCATCATTTCCGTTGACACCATGAAGGAATCACTAG 
SECUENCIA CONSENSO CLON FA-3 EXON 1 GEN DHPS  TOXOPLASMA 
GCGGTGTTTCGCAGCGACGACTGAAGAGCTCTGGACTCTTGGTGGCGACGCCGGC
ATCGTAGATACCCTCTTGTACATTGAAGATGTCAAGACACACGCGGATCAGATAATC
AAGGTTGGTGGCGAGGAAGCGCTGTCGGAGGTGCAGCGGACGCAGCTGCTCCGTC
TGCAACGCCTGGAGAAGACCCTGCGTGAGGAACATCCGCTGAAGCTCATGGGGATT
CTGAACGTCAGTCCAGACTCGTTCACCGATCACTTTTCTGCGAGCGTCGACGAGGCT
GTTGCCGCTGCAGAGGCCATGGTAACTGACGGCGCAGACGTGGTCGACGTCGGAG
GCGAGGCCACGAACCCTTTCAGGGTGGCCGGCGAAGTTCCGCTTGCAGTCGAAAG
GGAACGGGTTGTTCCCGTTGTGCAAAAGATCTTGGACAAACTCGGCAACCGCGTCA
TCATTTCCGTTGACACCATGAAGG 
CLON NR-1/ EXON 2 CEBADOR T7. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 24 DE 2011 
ACATCTGCACTAGCATGAAGTTTTTTTTTCGGGCGAGTTTTTTAAAGATGGTGCAGG
CTGGGGAAATTTCTGGTTTTATACATAAAAGCTCCGCATCCATTACAGTGCTCGTGGA
AGGGTCACGTGTGCGGTGTCCGGCCTATCCTCAGAGCGTGTCCTGTTGTCGGGACT
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GGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGGTCGAGCCAGATAAAGA
AATACGTGTTTGCGAAAAGTGGCTTATTACCTTGTAGCGAGCGTGAGCTGAGGCATC
CCGCTGCCCTCAGGTGAACGACCAGACCGGAGAGAGCAGGAAGGGAGGGGAAGGA
GACCCGCTTTCCTTCGTTGTTGGCAACTCGACCACCGTCGTGCTGATGCACAAACGC
GGCACTCCCGACACGTTTGACGGTTATCAAGGTAGGCGTGGAAAAACTGCAGAGCG
AAAATTCGTCGAATTTCACGAGTTTCTGGGGGCCGCGATTTCAGGTGGTATACACCG
AGCCGGTAGTATGTTTTAGCTATTGTTTCGTGAAAGAACATGCAATACCCGAATCAC
TAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA 
 
CLON NR-1/ EXON 2 CEBADOR SP6. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 26 DE 2011 
TGAACCTGCAGGAGGTCGCACTAGTGATTCGGGTATTGCATGTTCTTTCACGAAACA
ATAGCTAAAACATACTACCGGCTCGGTGTATACCACCTGAAATCGCGGCCCCCAGA
AACTCGTGAAATTCGACGAATTTTCGCTCTGCAGTTTTTCCACGCCTACCTTGATAAC
CGTCAAACGTGTCGGGAGTGCCGCGTTTGTGCATCAGCACGACGGTGGTCGAGTTG
CCAACAACGAAGGAAAGCGGGTCTCCTTCCCCTCCCTTCCTGCTCTCTCCGGTCTG
GTCGTTCACCTGAGGGCAGCGGGATGCCTCAGCTCACGCTCGCTACAAGGTAATAA
GCCACTTTTCGCAAACACGTATTTCTTTATCTGGCTCGACCCCTATCTCATTCACGTT
AGAACCCCTCGCGTTCTCACCAGTCCCGACAACAGGACACGCTCTGAGGATAGGCC
GGACACCGCACACGTGACCCTTCCACGAGCACTGTAATGGATGCGGAGCTTTTATG
TATAAAACCAGAAATTTCCCCAGCCTGCACCATCTTTAAAAAACTCGCCCGAAAAAA
AAACTTCATGCTAGTGCAGATGTATCTATACTTCATCCATCCCGCGG 
 
SECUENCIA CONSENSO CLON NR-1 EXON 2 GEN DHPS  TOXOPLASMA 
GGATGAAGTATAGATACATCTGCACTAGCATGAAGTTTTTTTTTCGGGCGAGTTTTT
TAAAGATGGTGCAGGCTGGGGAAATTTCTGGTTTTATACATAAAAGCTCCGCATCCA
TTACAGTGCTCGTGGAAGGGTCACGTGTGCGGTGTCCGGCCTATCCTCAGAGCGTG
TCCTGTTGTCGGGACTGGTGAGAACGCGAGGGGTTCTAACGTGAATGAGATAGGGG
TCGAGCCAGATAAAGAAATACGTGTTTGCGAAAAGTGGCTTATTACCTTGTAGCGAG
CGTGAGCTGAGGCATCCCGCTGCCCTCAGGTGAACGACCAGACCGGAGAGAGCAG
GAAGGGAGGGGAAGGAGACCCGCTTTCCTTCGTTGTTGGCAACTCGACCACCGTCG
TGCTGATGCACAAACGCGGCACTCCCGACACGTTTGACGGTTATCAAGGTAGGCGT
GGAAAAACTGCAGAGCGAAAATTCGTCGAATTTCACGAGTTTCTGGGGGCCGCGATT
TCAGGTGGTATACACCGAGCCGGTAGTATGTTTTAGCTATTGTTTCGTGAAAGAACA
TGCAATACCCG 
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CLON RH-1/ EXON 4 CEBADOR T7. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 24 DE 2011 
GCGTGCGTGTAGTGTTTTCTTTCCGGCCACATTAGTGCTTGCGGCTTCACTGAAAAC
GAGGTATGTCTGGAGGATTTGGTTAAACTCTCCTGGAAACACATATGCTTTTGGTAG
AAACTGGTGTCGTTTCCGACTTTGGCGCTATGTTGGATAGGTGGCGGATTCTCGCG
GATCCCGGCTTGGGAATCTCCAAGAATCCTGAGCAGAGCTTCGAGCTGGTACGGGG
CGTTCAGCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCTCGGCTTCT
CCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGCGGGCG
CGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCAC
GCTAAACGCACAGGTTCCTGCTGAAACTGCTTAGATTGCATGTTACCAAATGTATCTC
TGCAGCAGTGTGGATATGCCGGGTGTTTCGTGTAGTAGGCAGGTTCAACAGGGTGG
CCTTTCTCCATCGCTCTCCAGGCTCTTCTGTCGCGTCCGTATTAGAGTTCAG 
 
SECUENCIA CONSENSO CLON RH-1 EXON 4 GEN DHPS  TOXOPLASMA 
CAGTTGAACGTCACTTCCATATGAAAGCGTGCGTGTAGTGTTTTCTTTCCGGCCACA
TTAGTGCTTGCGGCTTCACTGAAAACGAGGTATGTCTGGAGGATTTGGTTAAACTCT
CCTGGAAACACATATGCTTTTGGTAGAAACTGGTGTCGTTTCCGACTTTGGCGCTAT
GTTGGATAGGTGGCGGATTCTCGCGGATCCCGGCTTGGGAATCTCCAAGAATCCTG
AGCAGAGCTTCGAGCTGGTACGGGGCGTTCAGCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACA
GGCATTCCCCAGCTTCTCGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGT
TGTCATTGCCTCCTAACGGCGGGCGCGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACA
CTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCACGCTAAACGCACAGGTTCCTGCTGAAACTGCT
TAGATTGCATGTAACCAAATGTATCTCTGCAGCAGTGTGGATATGCCGGGTGTTTCG
TGTAGTAGGCAGGTTCAACAGGGTGGCCTTTCTCCATCGCTCTCCAGGCTCTTCTGT
CGCGTCCGTATTAGAGTTCAGAGCACGAACACACGTTTCACTTCCAGTGTGCTGGC 
CLON RH-5/ EXON 4 CEBADOR T7. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 24 DE 2011 
AGCGTGCGTGTAGTGTTTTCTTTCCGGCCACATTAGTGCTTGCGGCTTCACTGAAAA
CGAGGTATGTCTGGAGGATTTGGTTAAACTCTCCTGGAAACACATATGCTTTTGGTA
GAAACTGGTGTCGTTTCCGACTTTGGCGCTATGTTGGATAGGTGGCGGATTCTCGC
GGATCCCGGCTTGGGAATCTCCAAGAATCCTGAGCAGAGCTTCGAGCTGGTACGGG
GCGTTCAGCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACAGGCATTCCCCAGCTTCTCGGCTTC
TCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGTTGTCATTGCCTCCTAACGGCGGGC
GCGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACACTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCA
CGCTAAACGCACAGGTTCCTGCTGAAACTGCTTAGATTGCATGTAACCAAATGTATCT
CTGCAGCAGTGTGGATATGCCGGGTGTTTCGTGTAGTAGGCAGGTTCAACAGGGTG
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GCCTTTCTCCATCGCTCTCCAGGCTCTTCTGTCGCGTCCGTATTAGAGTTCAGAGCA
CGAACACACGTTTCACTTCCAGTGTGCTGGCAATCCTATGCGGCGCCTGCGGC 
 
CLON RH-5/ EXON 4 CEBADOR SP6. LILIANA CORTES. GRUPO DE 
PARASITOLOGIA. PROYECTO TOXOPLASMA. OCTUBRE 26 DE 2011 
AGCTGCTGGAGGTCGCACTAGTGATTGCCAGCACACTGGAAGTGAAACGTGTGTTC
GTGCTCTGAACTCTAATACGGACGCGACAGAAGAGCCTGGAGAGCGATGGAGAAA
GGCCACCCTGTTGAACCTGCCTACTACACGAAACACCCGGCATATCCACACTGCTG
CAGAGATACATTTGGTAACATGCAATCTAAGCAGTTTCAGCAGGAACCTGTGCGTTT
AGCGTGGCACCTATCAGCGCCACTGCAGTGTTCGTCGTTCAGTTCCTTAAACGACCT
CGCGCCCGCCGTTAGGAGGCAATGACAACATCTCTTTTGTGTGACATACCTTTTTCT
GGAGAAGCCGAGAAGCTGGGGAATGCCTGTCGGCAACATCTGCCTGATGCGCTGAA
CGCCCCGTACCAGCTCGAAGCTCTGCTCAGGATTCTTGGAGATTCCCAAGCCGGGA
TCCGCGAGAATCCGCCACCTATCCAACATAGCGCCAAAGTCGGAAACGACACCAGT
TTCTACCAAAAGCATATGTGTTTCCAGGAGAGTTTAACCAAATCCTCCAGACATACCT
CGTTTTCAGTGAAGCCGCAAGCACTAATGTGGCCGGAAAGAAAACACTACACGCAC
GCTTTCATATGGAAGTGACGTTCAACTGAATCCCGGGCCATG 
SECUENCIA CONSENSO CLON RH-5 EXON 4 GEN DHPS  TOXOPLASMA 
CAGTTGAACGTCACTTCCATATGAAAGCGTGCGTGTAGTGTTTTCTTTCCGGCCACA
TTAGTGCTTGCGGCTTCACTGAAAACGAGGTATGTCTGGAGGATTTGGTTAAACTCT
CCTGGAAACACATATGCTTTTGGTAGAAACTGGTGTCGTTTCCGACTTTGGCGCTAT
GTTGGATAGGTGGCGGATTCTCGCGGATCCCGGCTTGGGAATCTCCAAGAATCCTG
AGCAGAGCTTCGAGCTGGTACGGGGCGTTCAGCGCATCAGGCAGATGTTGCCGACA
GGCATTCCCCAGCTTCTCGGCTTCTCCAGAAAAAGGTATGTCACACAAAAGAGATGT
TGTCATTGCCTCCTAACGGCGGGCGCGAGGTCGTTTAAGGAACTGAACGACGAACA
CTGCAGTGGCGCTGATAGGTGCCACGCTAAACGCACAGGTTCCTGCTGAAACTGCT
TAGATTGCATGTAACCAAATGTATCTCTGCAGCAGTGTGGATATGCCGGGTGTTTCG
TGTAGTAGGCAGGTTCAACAGGGTGGCCTTTCTCCATCGCTCTCCAGGCTCTTCTGT
CGCGTCCGTATTAGAGTTCAGAGCACGAACACACGTTTCACTTCCAGTGTGCTGGC 
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